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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
2TY gojišče za kultivacijo E. coli (angl. triptone yeast extract media) 
6-DEB 6-deoksieritronolid B 
ABA trdno gojišče za biološki test (angl. antibiotic base agar) 
ACP proteinski prenašalec acilne skupine 
AT aciltransferaza 
ATP adenin trifosfat 
BCAA katabolizem aminokislin z rzvejano verigo (angl. branched chain amino acid) 
BSA goveji serumski albumin (angl. bovine serum albumin) 
C citozin 
CM6 trdno sporulacijsko gojišče 
CoA koencim A 
CSL koruzna namakalna vodica 
DAB 3,3'-diaminobenzidine 
DCF diklorofluorescein 
Debs 6-deoksieritromicin-D sintaza 
DH dehidrataza 
dH2O destilirana voda 
EFL tekoče vegetativno gojišče 
ER enoilreduktaza 
EVL tekoče vegetativno gojišče 
G gvanin 
GC gvanin in citozin 
H2O2 vodikov peroksid 
H2DCF 2′,7′-diklorodihidrofluorescein 
H2DCFDA 2′,7′-diklorodihidrofluorescein diacetat 
KR ketoreduktaza 
KS ketosintaza 
LD nakladalni modul 
NS naravni sev 
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O2∙- superoksidni anion 
OH∙ hidroksilni radika 
PKS poliketid sintetaza  
PMV parcialni volumen micelija (angl. partial mycelium volume) 
RKZ reaktivne kisikove zvrsti 
TE tioesteraza 
VS visokodonosni sev 
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SLOVARČEK 
Aktinomicete – Skupina bakterij, ki spada v red Actinomycetales (deblo Actinobacteria). 
Antioksidativni obrambni sistemi – Obrambni mehanizmi, ki so sposobni zaznati in 
odstraniti RKZ ter popraviti povzročeno škodo. 
Katalaza – Encim, ki v celicah razgradi vodikov peroksid do vode in kisika. 
Oksidativni stres – Neravnovesje med oksidanti in antioksidanti v prid oksidantov, kar 
vodi v motnje redoks signalizacije in nadzora in/ali molekularne poškodbe. 
Poliketidi – Sekundarni metaboliti bakterij, gliv rastlin in živali, ki nastanejo s 
polimerizacijo prekurzorjev enostavnih karboksilnih kislin. 
Reaktivne kisikove zvrsti – Kisikove molekule s prostimi radikali ali brez radikalov in 
vključujejo vodikov peroksid (H2O2), superoksid, singletni kisik (1/2 O2) in hidroksilni 
radikal. Nastajajo kot stranski produkti v metabolnih poteh povezanih z aerobnim načinom 
življenja. 
Sekundarni metabolit – Biokemijski produkt mikroorganizmov, ki nimajo neposrednega 
vpliva na rast in razmnoževanje. 
Streptomicete – Bakterije rodu Streptomyces. 
Znotrajcelična oksidacija – Merilo za vsebnost reaktivnih kisikovih zvrsti v celicah. 
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1 UVOD 
Med aktinomicete uvrščamo evolucijsko raznolike skupine bakterij, pretežno iz 
organizmov, z visoko vsebnostjo GC-baznih parov in kompleksnim življenjskim ciklom, ki 
naseljujejo tla. Za večino aktinomicet je značilna micelijska rast, kompleksna fiziološka in 
morfološka diferenciacija in zelo regulirana biosinteza sekundarnih metabolitov s širokim 
spektrom biološke aktivnosti (Kirm in sod., 2013). Sekundarni metaboliti so metabolni 
produkti, ki navadno niso bistvenega pomena za vegetativno rast organizma, vendar se 
smatrajo za spojine z adaptivno vlogo, kot na primer z delovanjem kot obrambna spojina 
ali signalna molekula v ekoloških interakcijah (Adegboye in Babalola, 2013). 
Aktinomicete uvrščamo med ekonomsko in biotehnološko vredne mikroorganizme, saj 
odkrivanje novih vrst aktinomicet iz raznolikih okolij pogosto vodi do identifikacije novih 
biološko aktivnih metabolitov. Proizvajajo različne biološko aktivne spojine, kot so npr. 
aminoglikozidni antibiotiki, glikopeptidi, makrolidi, beta-laktami, polieni, tetraciklini in 
protirakaste učinkovine antraciklini (Adegboye in Babalola, 2013). 
Saccharopolyspora erythraea predstavlja modelni organizem filamentoznih aktinomicet za 
preučevanje produkcije antibiotika že več desetletij. Bakterija S. erythraea proizvaja 
eritromicin A, prvi odkrit makrolidni antibiotik, in ogrodje za številne novejše antibiotike 
(Marcellin in sod., 2013). Polsintezni derivat eritromicina se uporablja kot alternativa za 
bolnike z alergijo na penicilin. Nekateri derivati eritromicina in drugih strukturno podobnih 
makrolidov kažejo tudi antiparazitsko, antineoplastično, imunosupresivno, neurotrofično, 
protivnetno in gastroenteritično terapevtsko aktivnost. Zaradi velike klinične pomembnosti 
eritromicina in njegovih derivatov je prišlo do obsežnih prizadevanj za povečanje 
produkcije eritromicina v bakteriji S. erythraea (Li in sod., 2013). 
Biosinteza sekundarnih metabolitov je regulirana preko kompleksnega omrežja, ki 
vključuje veliko regulatornih elementov in se izvaja na različnih nivojih. Poznamo od tako 
imenovanih pot-specifičnih regulatornih genov do pleiotropičnih regulatorjev, ki nadzirajo 
tako sekundarni metabolizem kot morfološko diferenciacijo. Pomemben parameter pri 
biotehnološki proizvodnji sekundarnih metabolitov je oskrba bioprocesne brozge s 
kisikom. Medtem ko nizke koncentracije kisika omejijo rast kulture in produktivnost 
bioprocesa, lahko intenzivna aeracija povzroči toksične učinke, ki izhajajo iz nastajanja 
reaktivnih kisikovih zvrsti (RKZ) tekom respiracije, ki lahko poškodujejo proteine, 
nukleinske kisline in lipide v celici. Za preprečevanje poškodb so bakterije razvile številne 
obrambne mehanizme, ki so sposobni zaznati in odstraniti RKZ ter popraviti povzročeno 
škodo (Beites in sod., 2011). 
Koncept oksidativnega stresa je bil predstavljen že leta 1985 (Sies, 1985), do danes so ga 
že preoblikovali, tako je oksidativni stres definiran kot pretirana produkcija reaktivnih 
kisikovih zvrsti, ki jih antioksidanti ne morejo izničiti, in tudi kot motnja celičnega redoks 
ravnovesja (Pisoschi in Pop, 2015). 
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Raziskave nakazujejo na obstoj povezave med oksidativnim stresom ter sekundarnim 
metabolizmom. Na podlagi rezultatov se sklepa, da lahko RKZ povečajo biosintezo 
sekundarnih metabolitov (Rao in Sureshkumar, 2001; Beites in sod., 2011; Wei in sod., 
2011; Hong in sod., 2013; Montibus in sod., 2013). Analize kažejo, da ima zvišana 
koncentracija znotrajceličnega vodikovega peroksida (H2O2) navadno ugoden vpliv na 
produkcijo sekundarnega metabolita. Vodikov peroksid je verjetno glavna povezovalna 
molekula med procesi oksidativnega stresa ter sekundarnim metabolizmom (Beites in sod., 
2011). Zato je smiselno preučiti nivo reaktivnih kisikovih zvrsti v celicah  in aktivnost 
katalaze, kot glavnega encima, ki razgrajuje vodikov peroksid v celicah tekom rasti in 
produkcije sekundarnih metabolitov.  
1.1  CILJI NALOGE 
Cilj naloge je preučiti povezavo oksidativnega stresa s produkcijo sekundarnega metabolita 
eritromicina pri bakteriji Saccharopolyspora erythraea ter primerjati oksidacijsko stanje 
naravnega seva (NS) in visokodonosnega seva (VS) bakterije Saccharopolyspora 
erythraea pred in med produkcijo eritromicina. 
1.2  DELOVNE HIPOTEZE 
Predvidevamo: 
Da bo znotrajcelična oksidacija v celicah VS bakterije Saccharopolyspora erythraea tekom 
produkcije eritromicina večja v primerjavi z NS. 
Da bo aktivnost katalaze v celicah VS bakterije Saccharopolyspora erythraea tekom 
produkcije eritromicina manjša v primerjavi z NS. 
Da obstaja pozitivna korelacija med oksidativnim stresom in donosom eritromicina pri 
bakteriji Saccharopolyspora erythraea. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 RED Actinomycetales 
Aktinomicete so prvotno uvrščali med glive, saj tvorijo zračne hife, kar so smatrali za 
značilnost nitastih gliv. Na podlagi celičnih komponent (lipidna in peptidoglikanska 
sestava) jih sedaj uvrščamo med prave bakterije, ki so aerobne in večinoma po Gramu 
pozitivne (McNeil in sod., 1994). Madigan in sod. (2009) navajajo, da je najštevilčnejši rod 
iz te skupine rod Streptomyces, ki tako kot večina tvori vegetativne spore. Samo 
razumevanje aktinomicet temelji na večletnih študijah na modelnem mikroorganizmu 
Streptomyces coelicolor. Filogenetsko jih uvrščamo med aktinobakterije z visokim 
deležem nukleotidov C (citozin) in G (gvanin) (70 %) v genomu, kar jim omogoča rast v 
raznolikih okoljih. Množično raziskovanje aktinomicet se je začelo po letu 1947, ko so 
odkrili enega izmed prvih uporabljenih antibiotikov streptomicin, ki je zaviral rast 
povzročiteljev tuberkuloze. Sledilo je odkritje številnih industrijsko pomembnih in 
biološko aktivnih sekundarnih metabolitov s protibakterijskim (vankomicin, eritromicin), 
protiglivnim (ampotericin), protitumorskim (mitomicin), imunosupresivnim (rapamicin, 
FK506), insekticidnim in protiparazitskim (avermektin) delovanjem. V red 
Actinomycetales so uvrščeni tudi pomembni proizvajalci aminokislin, vitaminov in drugih 
organskih spojin (Madigan in sod., 2009). 
2.1.1 Morfologija in življenjski cikel aktinomicet 
Aktinomicete imajo kompleksen življenjski cikel z različnimi celičnimi stanji (spore, 
vegetativni in zračni micelij). Morfološka raznolikost se tesno prepleta s fiziološko 
diferenciacijo. Med procesom celične smrti se sintetizirajo proteini, ki so vpleteni v 
intenzivno razgradnjo določenih celičnih komponent, ki se uporabljajo za sekundarno fazo 
rasti, vse to je povezano s sintezo antibiotikov (Lo Grasso in sod., 2016). Slika 1 prikazuje 
življenjski cikel modelnega organizma aktinomicet Streptomyces coelicolor, ki se začne s 
kaljenjem spor, kar vodi v vegetativno rast, tvori se vegetativni/substratni micelij. 
Substratne hife prodrejo v medij in črpajo hranila iz okolja. Glede na rastne pogoje se nato 
prične reproduktivna rast z nastankom filamentoznih zračnih hif in tvorbo zračnega 
micelija. Hife s časoma podležejo diferenciaciji v verige spor in nastanek enojedrnih spor 
(sporulacija) za nov cikel (Angert, 2005). 
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Slika 1: Življenjski cikel aktinomicete S. coelicolor (Lo Grasso in sod., 2016) 
2.1.2 Bakterija Saccharopolyspora erythraea 
Bakterija Saccharopolyspora erythraea, ki je bila prvotno prepoznana kot Streptomyces 
erythraeus in nato reklasificirana v rod Saccharopolyspora zaradi prisotnosti m-diamino-
pimelinske kisline, arabinoze in galaktoze ter odsotnosti mikolične kisline v celični steni 
(Labeda, 1987), je kljub temu biološko (morfologija, življenjski cikel) zelo podobna 
streptomicetam, kot sta S. avermitilis in modelni organizem S. coelicolor. Analiza genoma 
bakterije S. erythraea leta 2007 je pokazala pomembne razlike med njimi v organizaciji 
genov in njihovi funkciji. Medtem ko so genomi bakterij rodu Streptomyces pogosto 
linearni, ima S. erythraea krožen genom (Oliynyk in sod., 2007). Bakterija S. erythraea 
tvori izredno razvejan substratni micelij, na trdnem gojišču se njegova barva razlikuje od 
bledo oranžnorumene do rdečerjave, odvisno od sestave gojišča. Na večini gojišč nastajajo 
topni pigmenti, katerih barva lahko variira od rumene do rožnatooranžnorjave. Pigment 
melanin ne nastaja. Rdeči pigment, ki ga S. erythraea proizvaja, pripada strukturi 
flaviolinov (Magdevska in sod., 2010). Zračni micelij je večinoma bledo roza do zmerno 
rjavkasto sive barve, lahko je tudi bel. Raste v temperaturnem območju od 20 do 42 °C 
(Stackebrandt in Schumann, 2006). V tekočem gojišču se micelij pojavlja v treh oblikah: 
prosti micelij, skupki ali peleti (Slika 2). Katera od oblik bo prevladovala, je odvisno od 
različnih dejavnikov, kot so sestava gojišča, strižne sile, ki nastanejo zaradi mešanja in 
delež inokuluma (Ghojavand in sod., 2011). 










Vrsta: Saccharopolyspora erythraea 
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Slika 2: Primer tipične morfologije bakterije S. erythraea: a) prosti dispergirani micelij, b) skupek, c) pelet 
(Ghojavand in sod., 2011) 
Njena pomembna lastnost je industrijska produkcija eritromicina A, ki je pomemben 
antibiotik s širokim spektrom delovanja proti po Gramu pozitivnim bakterijam (Oliynyk in 
sod., 2007). V izboljšanje produktivnosti eritromicina v sevu bakterije S. erythraea je bilo 
vloženo veliko truda, organizem so proučevali celo kot modelni sistem za produkcijo 
antibiotika. Ker naravni sevi proizvajajo nizke koncentracije sekundarnih metabolitov 
(µg/L), so potrebni različni pristopi za izboljšano produkcijo. Skozi leta so aktinomiceto S. 
erythraea izboljšali z naključno mutagenezo in selekcijo, na produktivnost eritromicina so 
vplivali z optimizacijo bioprocesa (vir C, koncentracija P in N, pH, T, oskrba s 
specifičnimi prekurzorji). Genske analize so omogočile vpogled v gene, pomembne za 
sintezo eritromicina, kar je omogočilo nadaljnje izboljšanje seva z genetskim in 
metabolnim inženiringom. Genske modifikacije usmerjene v hišnih genih so lahko letalne, 
zato so za optimizacijo in povišanje stopnje produktivnosti začeli uporabljati omske 
pristope kar je znatno povečalo razumevanje bioloških sistemov (Li in sod., 2013). 
Oliynyk in sodelavci so leta 2007 objavili v celoti sekvenciran genom bakterije S. 
erythraea NRRL2338, kar je dalo nove možnosti izboljšanju sevov S. erythraea. Li in 
sodelavci so leta 2013 s funkcionalno primerjalno genomiko med industrijskim sevom S. 
erythraea (E3) in naravnim sevom, olajšali razumevanje globalnih regulacijskih 
mehanizmov biosinteze eritromicina, kar daje uporabne smernice za nadaljnje genetsko in 
metabolno inženirstvo. Z integrirano študijo genomskih, transkriptomskih in proteomskih 
razlik med naravnim (NRRL2338) in visokodonosnim sevom (ABE1441) bakterije S. 
erythraea so Karničar in sodelavci (2016) poskušali razkriti mehanizme povezane s 
povišanim donosom eritromicina. S celovitim pristopom so prepoznali ključne poti, ki 
vplivajo na donos eritromicina in s tem strategije, ki bi lahko doprinesle k hitremu 
povišanju produkcije sekundarnih metabolitov v industrijskem okolju. Leta 1952 so prvič 
poročali o protibakterijski aktivnosti izolata bakterije S. erythraea NRRL2338, katere 
produkcija je bila 0,25 – 1 g eritromicina na liter, odvisno od bioprocesnih pogojev. 50 let 
kasneje se je donos povišal približno 10-krat, na približno 10 – 13 g/L (Minas, 2008). 
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2.2 ERITROMICIN 
Eritromicin sodi med makrolide, ki so poliketidni produkti sekundarnega metabolizma 
veliko vrst aktinomicet. Klinično uporabni makrolidi sestojijo iz 14-, 15-, ali 16- členskega 
laktonskega obroča v kombinaciji z dvema ali več nevtralnimi in/ali amino sladkorji. 
Makrociklične spojine imajo velik potencial za široko uporabo v zdravljenju različnih 
bolezni. Večinoma se uporabljajo za zdravljenje infekcijskih bolezni, najdemo jih tudi v 
terapijah proti rakavim, avtoimunim in vnetnim boleznim. Eritromicinska molekula 
(molekulska formula C37H67O13) je sestavljena iz 14-členskega laktonskega obroča, na 
katerega sta pripeta dva deoksisladkorja (L-kladinoza in D-desozamin). Je prvi 14-členski 
makrolid in je v klinični uporabi že od leta 1952. Deluje proti po Gramu pozitivnim in tudi 
nekaterim po Gramu negativnim mikroorganizmom. Inhibitorna aktivnost eritromicina se 
izvrši v zgodnjih fazah sinteze proteina, ko blokira rast nastajajoče peptidne verige z 
vezavo na 50S podenoto bakterijskega ribosoma. Spekter delovanja eritromicina A je zelo 
podoben penicilinu, zato ga pogosto uporabljajo pri bolnikih z alergijo na penicilin. 
Uporablja se pri zdravljenju respiratornih, gastrointestinalnih in genitalnih infekcij, tudi pri 
infekcijah kože in mehkega tkiva (Vester in Douthwaite, 2001; Mironov in sod. 2004; Jelić 
in Antolović, 2016). Mironov in sod. (2004) navajajo, da se je klinična pomembnost 
eritromicina povečala z odkritjem njegovih derivatov, nastalih s pomočjo kemijske in 
biotehnološke transformacije. Raznolikost v strukturi makrolidov vpliva na njihov način 
vezave in inhibicije, tako imajo ti derivati tudi protiparazitsko, protineoplastično, 
imunosupresivno, neurotrofično, protivnetno in gastroenteritično terapevtsko aktivnost. Po 
želji za izboljšanje obstojnosti v kislem okolju (kot je želodec) in peroralno biološko 
uporabnost eritromicina A, je nastala prva generacija naravnih semisintetičnih makrolidov, 
kot so spiramicin, roxitromicin, diritromicin in klaritromicin. Preboj v dobi makrolidnih 
antibiotikov je predstavljalo odkritje prvega 15-členskega makrolida (azitromicin) z 
dušikom v makrocikličnem obroču, leta 1980. Iz azitromicina je nato nastal nov razred 
makrolidnih antibiotikov, imenovan »makroloni«, ki kaže protibakterijski potencial proti 
ključnim bakterijam z odpornostjo na eritromicin (Jelić in Antolović, 2016). 
2.2.1 Poliketidi - biosinteza 
Med sekundarnimi metaboliti aktinomicet so poliketidi velika skupina strukturno in 
kemijsko raznolikih molekul, z različnimi in pomembnimi biološkimi aktivnostmi, kot so 
protirakavo (daunorubicin), protiparazitsko (avermektin), protibakterijsko (eritromicin) in 
imunosupresivno (rapamicin) delovanje (Minas, 2008).  
Glede na biosintezo uvrščamo eritromicin med poliketide, zgrajene iz kratkih karboksilnih 
kislin, ki izvirajo iz primarnega metabolizma (Minas, 2008). Kot začetni enoti pri sintezi 
poliketidov se največkrat pojavljata acetil-CoA in propionil-CoA, najpogosteje uporabljene 
podaljševalne enote so etilmalonil-CoA, malonil-CoA in metilmalonil-CoA (Baerson in 
Rimando, 2007). Malonil-CoA in etilmalonil-CoA nastajata preko karboksilacije acetil-
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CoA in butiril-CoA. Metilmalonil-CoA, najpogosteje uporabljen prekurzor za poliketid 
sintaze (PKS), tudi v biosintezi eritromicina, lahko izvira iz kar treh poti. Prva je 
izomerizacija sukcinil-CoA, ki jo katalizira metilmalonil-CoA mutaza (MCM), druga je 
karboksilacija propionil-CoA, katalizirana preko propionil-CoA reduktaze (PCC) ali 
metilmalonil-CoA transkarboksilaze (MMT), zadnja možnost biosinteze je večstopenjska 
oksidacija izobutiril-CoA. Izobutiril-CoA lahko nastane preko izomerizacije butiril-CoA 
ali nastaja s katabolizmom valina. Vir butiril-CoA je lahko metabolizem maščobnih kislin 
ali redukcija krotonil-CoA v poti etilmalonil-CoA (Li in sod., 2004). 
Poliketid sintaze (PKS) so encimi vpleteni v sintezo poliketidov. Hertweck (2009) navaja, 
da so PKS klasificirani v različne tipe. PKS tipa I ustrezajo linearno razporejenim in 
kovalentno kondenziranim katalitičnim domenam z multifunkcionalnimi encimi, PKS tipa 
II predstavlja disocirajoč kompleks navadno monofukcionalnih encimov, PKS tipa III so 
multifunkcionalni encimi halkon sintaze. PKS tipa I in tipa II so strukturno analogne, 
verjetno povezane tudi evolucijsko. PKS tipa III so evolucijsko oddaljene, hkrati niso tako 
strukturno in katalitsko kompleksne kot ostala dva tipa (Baerson in Rimando, 2007). PKS 
lahko razdelimo tudi na ponavljajoče ali neponavljajoče, kar nam pove ali ketosintazna 
(KS) domena katalizira eno ali več krogov elongacije. Neponavljajoč tipa I PKS je 
značilen za biosintezo eritromicinske poliketidne verige (Hertwck, 2009). Raziskovanje 
biosinteze poliketidov temelji na osnovi biosinteze maščobnih kislin, saj sta si zelo 
podobni. Bistvena razlika je v tem, da lahko PKS uporabijo različne začetne in 
podaljševalne CoA enote, ter da se tri reakcije redukcije nastajajoče verige (β-keto 
redukcija, dehidracija, enoilna redukcija) pri biosintezi maščobnih kislin izvedejo v vsaki 
stopnji podaljševanja, pri biosintezi poliketidov je stopnja redukcije odvisna od domen na 
določeni PKS. Podaljševanju verige poliketidov sledijo še ciklizacija verige in t.i. »post-
PKS« modifikacije (oksidacija, metilacija, glikozilacija).  
Pri biosintezi eritromicina sodelujejo modularne PKS tipa I, ki so veliki kompleksi 
večdomenskih encimov, v katerih so encimske domene razvrščene po modulih. PKS tipa I 
je makrolidni sistem, kot primer se navadno uporablja eritromicinski PKS. Med biosintezo 
se vsako aktivno mesto uporabi enkrat, saj se nastajajoči poliketid premika od enega 
modula do drugega. PKS katalizirajo kaskado dekarboksilacijskih kondenzacij med 
začetno enoto in kratkimi podaljševalnimi enotami v obliki aktiviranih CoA-tioestrov 
(malonat, metilmalonat, etilmalonat in redkeje druge 2-substituirane malonske kisline). 
PKS tipa I sestavljajo domene ketosintaza (KS), aciltransferaza (AT), dehidrataza (DH), 
enoilreduktaza (ER), ketoreduktaza (KR) in proteinski prenašalec acilne skupine (ACP). 
Domene KS, AT in ACP so prisotne v vseh modulih in sodelujejo pri podaljševanju 
poliketidne verige. Domena AT izbere tip aktivirane začetne ali podaljševalne enote (npr. 
propionil-CoA, malonil-CoA ali metilmalonil-CoA), ki se vključi v nastajajočo verigo, je 
substratno specifična. Domena KS katalizira kondenzacijo, domena ACP najprej sprejme 
podaljševalno enoto od domene AT, veže rastočo poliketidno verigo in jo nato prenese do 
naslednjega modula. Za delovanje ACP je bistvena post-translacijska modifikacija 
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aktivnega mesta s »fosfopanteteinsko roko«, ki nastajajočo verigo veže in podaja od enega 
do drugega encimskega modula. β-keto skupina, ki nastane, se nato procesira z 
redukcijskimi domenami (ER, KR in DH), ki so prisotne v posameznem modulu. V 
odsotnosti redukcijskih domen, β-keto skupina ostane nespremenjena, KR jo pretvori v β-
hidroksi skupino, DH nadaljuje redukcijo do dvojne vezi in ER do enojne C-C vezi. Za 
vezavo začetne enote poliketidne verige je odgovoren začetek (LD), ki stoji pred prvim 
modulom in je sestavljen iz domen AT in ACP. Vezana začetna enota se prenese do 
domene KS prvega (podaljševalnega) modula, kjer se začne sinteza poliketidne verige. Na 
koncu zadnjega modula je tioesterazna domena (TE), ki sprosti molekulo iz domene ACP 
in pogosto katalizira ciklizacijo verige v laktonski obroč (Staunton in Weissman, 2001; 
Weber in sod., 2003; Minas, 2008). 
2.2.2 Genska skupina za biosintezo eritromicina pri bakteriji Saccharopolyspora 
erythraea 
Kromosom bakterije Saccharopolyspora erythraea je krožen in vsebuje 8212805 baznih 
parov, ki kodirajo 7264 potencialnih genov. Povprečna vsebnost GC baznih parov je 71,1 
%. Genom vsebuje najmanj 25 genskih skupin za produkcijo različnih sekundarnih 
metabolitov, ki niso nujni za rast, vendar omogočajo prednost aktinomicetam pred ostalimi 
mikroorganizmi v tleh. Sama razporeditev teh genskih skupin po kromosomu ni enotna. V 
osrednji regiji se nahajajo le 4 genske skupine, ki vključujejo tudi gensko skupino za 
biosintezo eritromicina (Oliynyk in sod., 2007). Geni za biosintezo eritromicina se 
nahajajo v genski skupini (ery), ta vsebuje 20 genov (Slika 3). Geni za PKS, ki sodelujejo 
pri biosintezi poliketidnega obroča, imajo oznako eryA, geni iz skupine eryB sodelujejo pri 
biosintezi in vezavi mikaroze na makrolidni obroč, pri biosintezi in vezavi desozamina na 
makrolidni obroč sodelujejo geni iz skupine eryC. Vezava mikaroze in desozamina spadata 
med »post-PKS« modifikacije, kakor tudi geni eryF, eryG in eryK. Gen ermE kodira rRNA 
metilazo ribosoma, potrebno za lastno odpornost produkcijskega organizma na eritromicin. 
Funkcija genov orf5 in orf21 ni znana. Geni PKS tipa I eryAI, eryAII in eryAIII kodirajo 
velike multimodularne proteine Debs1, Debs2 in Debs3 (Staunton in Wiessman,2001). 
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Slika 3: Shematski prikaz genske skupine za biosintezo eritromicina v genomu bakterije S. erythraea 
(Staunton in Wiessman, 2001) 
2.2.3 Biosinteza eritromicina 
Biosinteza eritromicina je kodirana v genski skupini ery na približno 60-kb dolgem 
fragmentu DNA in je povzeta na sliki 4 (Minas, 2008). Za nastanek končnega produkta 
eritromicina so potrebne izhodne spojine (začetna enota propionil-CoA, podaljševalna 
enota metilmalonil-CoA in glukoza), donorji funkcionalnih skupin, NADPH in kofaktorji, 
ki v celici nastajajo iz vira hranil s pomočjo metabolnih reakcij primarnega metabolizma 
(Hertweck, 2009). Biosintezo lahko razdelimo v dve fazi, zgodnja stopnja biosinteze s PKS 
in pozna stopnja biosinteze oz. post-PKS biosinteza (Mironov in sod., 2004). V prvi stopnji 
PKS I katalizirajo zaporedno kondenzacijo gradbenih enot do nastanka molekule 6-
deoksieritronolid B (6-deB), v drugi fazi se ta molekula modificira z encimi, kot so 
regiospecifične hidroksilaze (EryF, EryK), epimeraza (EryB), dimetiltansferaza (EryC), O-
metiltransferaza (EryG) in glikozil transferaze. PKS za biosintezo eritomicina vsebujejo tri 
multifunkcionalne proteine, velike približno 350 kDa (6-deoksieritromicin-D sintaza 1 
(Debs1), 2 (Debs 2), 3 (Debs 3)), ki jih kodirajo trije geni (eryAI, eryAII, eryAIII), vsak 
velik okoli 10 kbp (Staunton in Wilkinson, 1997). Za nastanek 6-deB je potrebna 
kondenzacija ene enote propionil-CoA in 6 enot metilmalonil-CoA (Chen in sod., 2013). V 
zaključnih stopnjah biosinteze eritromicina po sprostitvi osnovne poliketidne verige iz 
kompleksa PKS pride do ciklizacije in tvorbe makrolidnega obroča, ki se dodatno 
modificira, kar doprinese k biološki aktivnosti molekule in hkrati omogoča dodaten vir 
strukturne raznolikosti v poliketidni biosintezi (Stauton in Weissman, 2001). Končni donos 
bioprocesa je mešanica eritomicina A, B, C in D. Izmed naštetih je zaželjen samo 
eritromicin A, ostale komponente predstavljajo delno hidroksilirane ali metilirane 
intermediate. Karakteristike dobrega producenta so visok donos eritromicina A, vsaj 8-10 
g/L, ki mora predstavljati vsaj 90 % ali več vsebnosti celotne mešanice. Letno se proizvede 
približno 4000 ton eritromicina, od tega je le manjši delež (1000 ton) uporabljen za 
eritromicin, preostali del se kemijsko pretvori v azitromicin (1500 ton), klaritromicin (1500 
ton) in roksitromicin (400 ton) (Minas, 2008). 
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Slika 4: Biosinteza eritromicina. Trije geni eryAI-II kodirajo proteine multidomene Debs1-3. Prvi protein, 
Debs1, sestavljajo nakladalni modul (LD) z domenami aciltransferaza (AT) in proteinski prenašalec acilne 
skupine (ACP), sledi modul 1 (M1) z domenami ketosintaza (KS), AT, ketoreduktaza (KR) in ACP, sledi 
modul 2 (M2) z domenami KS, AT, KR in ACP. Drugi protein, Debs2, vsebuje dva modula z domenami KS, 
AT in  ACP, v tem zaporedju. Tretji protein, Debs3, prav tako vsebuje dva modula in tioesterazno (TE) 
domeno za sprostitev poliketida iz modula. Naraščajoča veriga je navedena pod proteini. Imena vpletenih 
genov v hidroksilaciji, glikozilaciiji in metilaciji so navedena z njihovimi imeni (Minas, 2008). 
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2.3 OKSIDATIVNI STRES 
Za večino živih organizmov, z izjemo majhne skupine anaerobnih bakterij, je kisik 
bistvenega pomena in nujen za njihov obstoj v okolju. Kisik organizmi potrebujejo za 
proizvodnjo energije v obliki ATP skozi proces oksidativne fosforilacije, prav tako ga 
veliko encimov uporablja kot substrat. Vse te procese spremljajo reaktivne kisikove zvrsti 
(RKZ), kot so superoksidni anion (O2∙-), vodikov peroksid (H2O2) in hidroksilni radikal 
(OH∙) (Lushchak, 2001). Po drugi strani nas Imlay (2015) opominja, da se je življenje 
razvilo v anoksičnem svetu (bogatim z reduciranim železom), kar pomeni, da so sodobni 
organizmi podedovali biokemijske lastnosti, ki niso kompatibilne s prisotnostjo kisika. 
Pravi, da so oksična okolja nevarna. V naravi so anoksični mikrobni habitati pogosti, 
zajemajo blato in druge sedimente, barja in močvirja, prebavni trakt živali, blato iz čistilnih 
naprav in še veliko drugih okolij (Madigan in sod., 2009). Kisik je reaktivna molekula in 
organizmi so morali izoblikovati strategije za obrambo pred njim. Molekularen kisik je 
majhen in nepolaren, skozi biološko membrano lahko difundira tako hitro kot skozi vodo. 
Posledično niti najbolj aktivne celice ne zmorejo dovolj hitre respiracije za takojšnje 
znižanje koncentracije znotrajceličnega kisika bistveno pod koncentracijo zunajceličnega 
kisika. Nekateri mikroorganizmi uidejo oksidativnemu stresu tako, da živijo v anaerobnih 
mikrohabitatih, vsi ostali se morajo z znotrajceličnim molekularnim kisikom spopasti 
(Imlay, 2013). Ravnovesje med produkcijo in izničevanjem RKZ je pod vplivom številnih 
biotskih in abiotskih faktorjev. Motnje, ki vodijo v hiter porast znotrajcelične ravni RKZ 
povzročijo oksidativni stres (Montibus in sod., 2013). Leta 1985 je Helmut Sies prvič 
definiral oksidativni stres, in sicer kot motnjo v ravnovesju med prooksidanti in 
antioksidanti, v prid oksidantom, ki vodijo v potencialne poškodbe. D. P. Jones je leta 
2006 predlagal redefinicijo oksidativnega stresa, in sicer kot neravnovesje med oksidanti in 
antioksidanti v prid oksidantov, kar vodi v motnje redoks signalizacije in nadzora in/ali 
molekularne poškodbe. 
2.3.1 Reaktivne kisikove zvrsti 
Kisik v osnovnem stanju imenujemo tripletni kisik (3O2), vendar obstajajo možnosti tudi 
drugih elektronskih konfiguracij kisika, ki so večinoma toksične. Ena glavnih oblik 
toksičnega kisika je singletni kisik (1O2), oblika z višjo energijo kisika, v kateri elektroni 
zunanje lupine, ki obkrožajo jedro, postanejo zelo reaktivni in lahko vodijo do spontanih in 
neželenih oksidacij znotraj celice. Singletni kisik nastaja tako fotokemijsko kot 
biokemijsko, slednje z aktivnostjo različnih peroksidaznih encimov (Madigan in sod., 
2009). Prosti radikali predstavljajo reaktivne kemijske zvrsti, ki imajo v zunanji orbitali 
neparni elektron, in so istočasno sposobni samostojnega obstoja (Pisoschi in Pop, 2015). 
Že leta 1950 so Gerschman in sodelavci predvidevali, da toksičnost kisika izvira iz istih 
dogodkov kot toksičnost ionizirajočega sevanja: tvorba delno reduciranih kisikovih zvrsti. 
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RKZ so lahko kisikove molekule s prostimi radikali kot tudi molekule brez radikalov in 
vključujejo vodikov peroksid (H2O2), superoksid, singletni kisik (1/2 O2) in hidroksilni 
radikal. Nastajajo kot stranski produkti v metabolnih poteh povezanih z aerobnim načinom 
življenja. RKZ lahko v nizkih koncentracijah predstavljajo signalne molekule, ki so 
vpletene v regulacijo celične proliferacije, apoptozo in izražanje genov s sprožanjem 
transkripcijskih faktorjev (Pisoschi in Pop, 2015). Pri aerobni respiraciji se molekularni 
kisik v štirih korakih reducira v vodo. V vsakem koraku se prenese po en elektron. Med 
procesom tetravalentne redukcije nastanejo delno reducirani intermediati, ki so reaktivni 
(slika 5). Rezultat redukcije je najbolj reducirana oblika kisika, in sicer voda. 
Flavoproteini, kinoloni in Fe-S proteini, ki jih najdemo v vseh celicah, lahko prav tako 
katalizirajo redukcijo kisika do superoksida. Tako so vse celice izpostavljene toksičnim 
kisikovim zvrstem, ne glede na to ali so aerobne ali anaerobne (Madigan in sod., 2009). 
Med primarne RKZ sodijo superoksidni anion, vodikov peroksid, hidroksilni radikal in 
singletni kisik. Ti lahko reagirajo s celičnimi molekulami, kot so DNA, proteini in lipidi, 
ter tvorijo sekundarne RKZ. Med sekundarne RKZ sodijo na primer epoksidi, 
hidroperoksidi, aldehidi, alkoksilni in peroksilni radikali. Veliko sekundarnih RKZ je 
produkt oksidacije lipidov (Sies, 1986; Rikans in Hornbrook, 1997; Sigler in sod., 1999; 
Halliwell in Gutteridge, 2007). 
2.3.1.1 Vodikov peroksid (H2O2) 
Vodikov peroksid lahko nastane v vsakem sistemu, kjer nastaja superoksid (O2∙-). V 
prisotnosti oksidaz lahko pride do neposredne sinteze vodikovega peroksida s prenosom 
dveh elektronov na molekularni kisik. H2O2 je sposoben proizvodnje visoko reaktivnih 
radikalov kot posledica interakcij s kovinskimi ioni (Pisoschi in Pop, 2015). Okoljski 
vodikov peroksid prihaja iz različnih virov (npr. fotokemijska tvorba oksidantov s strani 
flavinov in drugih kromoforov) (Imlay, 2013). Vodikov peroksid poškoduje celične 
komponente, vendar ni tako zelo toksičen kot sta superoksid in hidroksilni radikal 
(Madigan in sod., 2009). 
2.3.1.2 Superoksidni anion (O2∙-) 
Superoksid nastaja z redukcijo enega elektrona kisika preko različnih oksidaz, kot so 
dihidronikotinamid, adenin dinukleotid fosfat oksidaza, ksantin oksidaza, ciklooksigenaza. 
Superoksidni anioni prav tako nastajajo v elektronski transportni verigi, med oksidativno 
fosforilacijo, kjer nastaja ATP (Pisoschi in Pop, 2015). Superoksidni radikal spada med 
šibke baze z nizko reaktivnostjo z večino bioloških molekul. Ne prehaja preko membran 
(Sigler in sod., 1999). Superoksidni anion ima negativen naboj, zaradi česar ima omejeno 
mobilnost. Napada pozitivno nabite centre in lahko reagira z vodikovimi donorji, kot so 
askorbat in tokoferol. Odstranitev superoksida v celicah je pomembna, saj pride z njegovo 
redukcijo do nastanka visoko reaktivnih kisikovih zvrsti, kot so vodikov peroksid, 
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hidroksilni radikal ali singletni kisik (Halliwell in Gutteridge, 2007; Pisoschi in Pop, 
2015). 
2.3.1.3 Hidroksilni radikal (OH∙) 
Hidroksilni radikal je najbolj reaktiven kisikov radikal. Odgovoren je za večino poškodb 
bioloških molekul. Nastaja v Fentonovi reakciji, lahko se pojavi tudi pri radiolizi vode 
(Pisoschi in Pop, 2015). Fentonova reakcija je reakcija vodikovega peroksida, ki jo 
katalizirajo kovinski ioni (Fe2+ in Cu2+), le-ti se navadno nahajajo v kompleksih s proteini 
in drugimi molekulami; H2O2 + Cu
+/Fe2+ → OH. + OH- + Cu2+/Fe3+ (Nordberg in Arnér, 
2001). Haber-Wiess reakcija je reakcija reciklacije kovinskih ionov, kjer igra pomembno 
vlogo superoksidni radikal: Cu2+/Fe3+ + O2∙- → Cu





Slika 5: Redukcija O2 do H2O. Vsi nastali intermediati so reaktivni in toksični za celico, razen vode 
(Madigan in sod., 2009) 
 
2.4 ANTIOKSIDATIVNI OBRAMBNI SISTEM 
Značilno za RKZ je, da lahko v trenutku nespecifično reagirajo z esencialnimi biološkimi 
molekulami, kar lahko vodi v spremembe celičnih funkcij s povzročanjem poškodb, kot so 
mutacije v DNA, oksidacija proteinov, oksidacija lipidov. Posledično so za preživetje in 
preprečevanje poškodb organizmi morali razviti številne obrambne mehanizme, ki so 
sposobni zaznati in odstraniti RKZ ter popraviti povzročeno škodo. Lushchak (2001) vse 
obrambne sisteme proti RKZ deli na tri skupine: 1) preprečitev nastajanja RKZ; 2) 
prekinitev verige prostih radikalov in detoksifikacija radikalov s strani antioksidantnih 
encimov in dušilcev; 3) poprava poškodovanih komponent. Antioksidativni obrambni 
sistem delimo tudi na endogeni in eksogeni. Eksogeni antioksidanti so molekule (npr. 
kvercetin, askorbinska kislina), ki delujejo antioksidativno in jih mikroorganizmi 
prevzamejo iz okolja. Endogene antioksidativne obrambne sisteme lahko dodatno 
razdelimo na primarne in sekundarne. Primarni endogeni antioksidativni obrambni sistem 
predstavlja prvi dve skupini obrambnih sistemov, kamor uvrščamo encimske (npr. 
superoksid dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza) in neencimske (npr. tioredoksin, 
glutation) obrambne sisteme. Ko nivo oksidantov naraste do te mere, da primarni sistemi 
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niso več zadostni in se začnejo pojavljat poškodbe, takrat prevzame vlogo sekundarni 
antioksidativni obrambni sistem, ki predstavlja tretjo skupino obrambnih sistemov (Davies, 
1986). V to skupino sodijo popravljalni procesi, ki lahko odstranijo poškodovane 
molekule, preden njihova agregacija povzroči spremembe celičnega metabolizma. 
Popravljalni mehanizmi se delijo na tiste, ki popravljajo oksidativno poškodovane 
nukleinske kisline preko specifičnih encimov, tiste, ki odstranjujejo oksidirane proteine 
preko proteolitičnega sistema, in tiste, ki popravljajo oksidirane lipide preko fosfolipaz, 
peroksidaz ali acil transferaz (Pisoschi in Pop, 2015).  







bifunkcionalen encim s katalazno in peroksidazno aktivnostjo; 
donor + H2O2 = oksidiran donor+ 2 H2O; 2 H2O2 = O2 + 2 H2O 
katalaza (KatA) 
razgradnja vodikovega peroksida v peroksisomih: 2 H2O2 = O2 + 2 H2O 
(hem kofaktor) 
katalaza (KatE) razgradnja vodikovega peroksida: 2 H2O2 = O2 + 2 H2O (hem kofaktor) 
Mn katalaza razgradnja vodikovega peroksida (mangan kofaktor) 
sodF [Fe-Zn] uniči radikale, ki nastajajo v celici in so toksični za biološke sisteme 
CuZn sod razgradnja superoksidnega aniona v citoplazmi 
sodN razgradnja superoksidnega aniona 
alkilhidroperoksid reduktaza 
(AhpD) 
antioksidantni protein potreben za redukcijo AhpC aktivnega mesta 
cisteinskega ostanka in regeneracijo AhpC encimske aktivnosti 
tioredoskin reduktaza (TrxB) odstranjevanje superoksidnih radikalov 
peroksiredoksin peroksidazna aktivnost, odgovor na oksidativni stres 
formamidopirimidin-DNA 
glikozilaza (MutM) 
odgovor na oksidativni stres; vpleten v popravilo DNA poškodb, ki so 
posledica oksidacije; obnaša se kot DNA glikozilaza, ki prepozna in 
popravi poškodovane baze; 
peptid metionin sulfoksid 
reduktaza (MsrB) 
odgovor na oksidativni stres 
transkripcijski regulator soxR 
(MerR družina) 
odgovor na oksidativni stres 
metionin sulfoksid reduktaza odgovor na oksidativni stres 
organski H2O2 rezistentni 
protein (OhrA) 
odgovor na oksidativni stres 
tiol-disulfid 
izomeraza/tioredoksin (CcsX) 
antioksidantna aktivnost (vzdržuje celično redoks homeostazo) 
glukoza-6-P-dehidrogenaza 
(Zwf) 
redukcija NADP+ v NADPH 
6-fosfoglukonat dehidrogenaza redukcija NADP+ v NADPH 
hem peroksidaza odgovor na oksidativni stres 
bakterioferitin komigatorni 
protein (Bcp) 
antioksidantna aktivnost; vzdržuje celično redoks homeostazo 
redoksin antioksidantna aktivnost; vzdržuje celično redoks homeostazo 
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Halliwell in Gutteridge sta leta 1995 antioksidante definirala kot vsako snov, ki pri nizkih 
koncentracijah, v primerjavi s koncentracijo substrata, ki je tarča radikalov, zadrži ali 
prepreči oksidacijo substrata (Halliwell in Gutteridge, 2000).  
Bakterije rodu Streptomyces, ki so predstavniki aktinobakterij in so zelo podobne bakteriji 
Saccharopolyspora erythraea, imajo natančno prilagojen odgovor na oksidativni stres, ki 
se je najverjetneje razvil kot odgovor na njihov aeroben način življenja. Običajno imajo 
streptomicete več H2O2-občutljivih transkripcijskih regulatorjev, kot so CatR (Fur-
podobni), OxyR (družina LysR) in sigma /anti sigma faktorji SigR/RsrA, ki nadzorujejo 
izražanje katalaze KatA1, alkilhidroperoksid reduktaznega sistema AhpCD in tioredoksin 
sistema TrxAB; transkripcijski regulator občutljiv na H2O2 OhrR (družina MarR), ki 
nadzira proteine odporne na peroksid OhrABC19; transkripcijski regulator odziven na 
nikelj Nur (Fur-podobni), ki uravnava izražanje železo- in nikelj-superoksid dismutaze 
SodF in SodN2 (Beites in sod., 2015). V Preglednici 1 so na podlagi baze Uniprot 
(Uniprot, 2017) zbrani proteini, ki imajo funkcijo v oksidativnem odgovoru celic bakterije 
Saccharopolyspora erythraea. 
2.5 POVEZAVA MED OKSIDATIVNIM STRESOM IN SEKUNDARNIM 
METABOLIZMOM 
Pri številnih organizmih, kot so filamentozne glive, rastline in bakterije rodu Streptomyces 
in Xanthomonas je bil prikazan obstoj povezave med oksidativnim stresom ter 
sekundarnim metabolizmom. Študije nakazujejo, da adaptivni odgovor na oksidativni stres 
nima samo vloge obrambe, temveč vpliva tudi na spremembe profila sekundarnega 
metabolizma. Rezultati raziskav nakazujejo, da lahko RKZ povečajo biosintezo 
sekundarnih metabolitov. Transkripcijski faktorji, povezani z oksidativnim stresom, naj bi 
sodelovali pri izražanju genov, kamor sodijo tudi geni za antioksidativne endogene sisteme 
in geni vpleteni v sekundarni metabolizem. Posredujejo signale, ki izvirajo iz različnih 
virov preko različnih signalnih poti, kar nakazuje na visok nivo prepleta RKZ in 
sekundarnega metabolizma (Rao in Sureshkumar, 2001; Beites in sod., 2011; Wei in sod., 
2011; Hong in sod., 2013; Montibus in sod., 2013). 
Čas indukcije RKZ naj bi bil kritičen pri manipulaciji akumulacije metabolita. V primeru 
bakterije Xanthomonas campestris je bilo bistveno izboljšanje biosinteze metabolita 
(ksantan gumi) pri celicah z dodatkom oksidanta HOCl (hipoklorova kislina) v pozni 
stacionarni fazi, in sicer kar za 210 % v primerjavi z bioprocesom s celicami divjega tipa 
brez dodatka oksidanta (Rao in Sureshkumar, 2001). Wei in sod. (2011) so v svoji 
raziskavi pokazali, da dodatek H2O2 na začetku bioprocesa in v pozni logaritemski fazi ni 
imel bistvenega vpliva na produkcijo validamicina, vendar je dodatek H2O2 na začetku 
logaritemske faze izboljšal produkcijo za 30 %. To nakazuje, da je odgovor biosinteze 
validamicina na RKZ tesno povezan z rastno fazo mikroorganizma S. hygroscopicus 5008. 
Indukcija RKZ preko dodatka H2O2 se je pokazala kot uspešna strategija za bioproces 
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validamicina in predstavlja primer izboljšane produkcije antibiotika pri bakterijah rodu 
Streptomyces z uporabo strategije indukcije RKZ (Wei in sod., 2011). 
Beites in sod. (2011) so pri bakteriji S. natalensis, tako kot že prej Walker in sod. (1995) 
pri bakteriji S. coelicolor, pokazali odvisnost aktivnosti katalaze od faz rasti. Profil 
bakterije S. natalensis je pokazal nizek nivo aktivnosti katalaze med fazo produkcije 
pimaricina vse tja do pozne stacionarne faze, ko je začel nivo aktivnosti neprekinjeno 
naraščati. Delecija genov, ki kodirajo encime vključene v odgovor na oksidativni stres, in 
sicer alkilhidroperoksid reduktaza (ahpCD), katalaza (katA1) in superoksid dismutaza 
(sodF), vodi do učinkovitega uravnavanja nivoja znotrajceličnih RKZ pri bakteriji S. 
natalensis, kar posledično vpliva na sekundarni metabolizem. Mutanta z delecijo sodF je 
kazala fenotip z zmanjšano produkcijo antibiotika v primerjavi z divjim tipom, medtem ko 
sta mutanti z delecijo katA1 in ahpCD kazali visokodonosni fenotip. Dodatek H2O2 h 
kulturi med rastjo je še dodatno okrepil visokodonosni fenotip seva S. natalesnis, kar jasno 
pokaže pomembnost vzdrževanja znotrajceličnega nivoja H2O2 za biosintezo pimaricina 
(Beites in sod., 2011).  
Omenjene raziskave kažejo, da ima zvišana koncentracija znotrajceličnega vodikovega 
peroksida (H2O2) navadno ugoden vpliv na produkcijo sekundarnega metabolita. Vodikov 
peroksid je verjetno glavna povezovalna molekula med procesi oksidativnega stresa ter 
sekundarnim metabolizmom (Beites in sod., 2011). 
Karničar in sod. (2016) so z metodami integrirane omike pri bakteriji Saccharopolyspora 
erythraea v bioprocesu s proizvodnjo eritromicina pokazali bistvene razlike v izražanju 
genov med visokodonosnim tipom bakterije S. erythraea ABE1441, ki je bil izpostavljen 
mutagenezi in selekciji več desetletij, in naravnim tipom bakterije S. erythraea 
NRRL2338. Na transkriptomskem nivoju lahko opazimo, da so geni povezani z biosintezo 
eritromicina bolj izraženi pri visokodonosnem sevu v primerjavi z naravnim sevom. 
Določene razlike so opazne že v začetni fazi, ko še ni produkcije eritromicina. Zanimivo 
je, da so v času stacionarne faze, ko je izčrpana glukoza in pride do povišanja 
koncentracije eritromicina, geni vpleteni v popravljalni mehanizem DNA izraženi na nižji 
stopnji pri visokodonosnem sevu v primerjavi z naravnim sevom, prav tako gena katA in 
sodF, ki sodelujeta pri razgradnji RKZ. Rezultati genomske in transkirptomske analize so 
bili nato potrjeni tudi s proteomskimi analizami.  
Nadzor rastnih pogojev je bistvenega pomena za optimalno produkcijo sekundarnih 
metabolitov pri bakterijah Streptomyces. Fosfat ima metabolno, strukturno in regulatorno 
vlogo v celicah. Biosinteza različnih antibiotikov in sekundarnih metabolitov je regulirana 
preko fosforja. Negativno uravnavanje, ki deluje preko anorganskega fosforja (visoke 
koncentracije) na biosintezo antibiotikov in sekundarnih metabolitov je znano že leta. Med 
te antibiotike prištevamo tudi streptomicin, oksitetraciklin, klavulansko kislino, tilozin, 
ehinomicin, cefalosporin, cefamicin C in tienamicin, poleg veliko drugih sekundarnih 
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metabolitov (Martín, 2014). Koncentracija raztopljenega anorganskega fosfata je navadno 
nizka v okoljih, kjer živi večina vrst rodu Streptomyces. Pomanjkanje anorganskega fosfata 
sproži začetek sekundarnega metabolizma v bakterijah Streptomyces (Mendes in sod., 
2007). Geni, ki kodirajo sekundarne metabolite, so večinoma združeni v skupine. 
Uravnavanje preko fosforja nakazuje represijo izražanja celotne skupine genov za 
biosintezo antibiotika (Martín, 2014). V nadaljnji analizi molekularnega mehanizma, 
vpletenega med metabolizem kisika in sekundarni metabolizem, Beites in sod. (2014) 
potrjujejo povezavo med metabolizmom fosforja in oksidativnim stresom pri bakterijah 
rodu Streptomyces. Stanje oksidativnega stresa privede do slabšega sprejemanja fosforja. 
Dvo-komponentni sistem PhoRP uravnava celični odgovor na pomanjkanje fosfata in 
posreduje začetek sekundarnega metabolizma pri bakterijah Streptomyces (Beites in sod., 
2014). Protein PhoR je membranska kinaza, ki zaznava fosfor, PhoP je DNA-vezavni 
odzivni regulator (Martín, 2014). V primeru odloženega pomanjkanja anorganskega fosfata 
v gojišču, rezultati nakazujejo tudi odloženo aktivacijo sistema PhoRP in genske skupine 
za biosintezo pimaricina (Beites in sod., 2014). Podrobno razumevanje delovanja nadzora 
biosinteze sekundarnih metabolitov preko fosforja je potrebno pri aktinomicetah še 
raziskati in je lahko dobro izhodišče za usmerjeno derepresijo produkcije antibiotikov 
(Martín, 2014). 
Katabolizem aminokislin z razvejano verigo (angl. Branched  Chain Amino Acid, BCAA) 
je večji dobavitelj poliketidnih gradbenih enot, kot sta acetil-CoA in metilmalonil-CoA. 
Porušenje RKZ homeostaze je povezano z uravnavanjem BCAA biosinteznih in katabolnih 
poti na transkriptomskem nivoju. Mutanta z zmanjšano produkcijo antibiotika je nakazala 
oslabljen cikel trikarboksilnih kislin, česar posledica je znižanje ravni NADH v celici, in 
zaviranje biosinteze BCAA. Prav nasprotno se je izkazalo pri mutanti z visokodonosnim 
fenotipom, kjer je prišlo do globalne aktivacije metabolizma BCAA. V raziskavi so 
pokazali, da predstavljata celično razmerje NADPH/NADH in razpoložljivost prekurzorjev 
iz metabolizma BCAA tako imenovano »ozko grlo« pri sintezi pimaricina pod 
oksidativnimi razmerami (Beites in sod., 2014).  
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3 MATERIALI IN METODE 




































Slika 6: Shema poteka eksperimentalnega dela 
Pridobivanje spor bakterije S. 
erythraea za WT in HP na trdnem 
CM6 gojišču – 2 tedna, 30 °C 
Shranjevanje v 20 % 
raztopini glicerola na -80 °C 
Inokulacija vegetativnega gojišča s 
suspenzijo spor 
(inkubacija 2 dni na 30 °C in 220 
obr./min) 
 
Inokulacija (10 % inokulum) 
produkcijskega gojišča 
(kultivacija 7 dni na 30 °C in 220 obr./min) 
Dohranjevanje 
1. in 2. dan 
Vzorčenje 
Analiza vzorcev 
Ocena poteka rasti: 
- PMV 
- pH  
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V preglednici 2 so navedeni mikroorganizmi, ki smo jih uporabili v raziskavi. 
 
Preglednica 2: Seznam uporabljenih mikroorganizmov 
Vrsta Sev Vir 
Saccharopolyspora erythraea CBS727.72 Zbirka CBS 
Saccharopolyspora erythraea E6 ABE6 Acies Bio d.o.o. 
Bacillus subtilis WT119 Acies Bio d.o.o. 
 





Trdno sporulacijsko gojišče CM6 smo uporabili za pripravo spor obeh sevov akinomicete  
Saccharopolyspora erythraea. 
 
Preglednica 3: Sestava sporulacijskega gojišča CM6 (Kieser in sod., 2001) 
Sestavina Koncentracija (g/L) Proizvajalec 
Koruzni škrob 10 Cerestar 
CSL (koruzna namakalna vodica) 11 Sigma 
NH4SO4 3 Merck 
NaCl 3 Merck 
CaCO3 (tehnični) 3 Kalcit 
Tehnični agar 20 Biolife 




Trdno gojišče 2TY smo uporabili za preverjanje sterilnosti bioprocesa. 
 
Preglednica 4: Sestava gojišča 2TY (Sambrook in Russel, 2001) 
Sestavina Koncentracija (g/L) proizvajalec 
Kazein pepton 16 Biolife 
Kvasni ekstrakt 10 Sigma 
NaCl 5 Merck 
Bakteriološki agar 20 Biolife 
dH2O Do 1 L  
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3.2.2.3 ABA (angl. Antibiotic Base Agar) 
Antibiotic Base Agar A2 (Biolife) je komercialno pripravljeno gojišče, ki smo ga uporabili 
za biološki test z mikroorganizmom Bacillus subtilis. Gojišču smo umerili pH 7,9 in ga 
segrevali v vodni kopeli do temperature 80 °C ter nato razdelili v steklenice in sterilizirali. 
Po sterilizaciji smo v ohlajeno gojišče inokulirali celično suspenzijo bakterije Bacillus 
subtilis. 
 
Preglednica 5: Sestava gojišča ABA 
Sestavina Koncentracija (g/L) Proizvajalec 
»Antibiotic base agar A2« 25,5 Biolife 
dH2O Do 1 L  
 
3.2.2.4 EVL 
Tekoče vegetativno gojišče EVL smo uporabili za vegetativno fazo rasti bakterije S. 
erythraea. V pripravljeno gojišče smo inokulirali spore bakterije S. erythraea. 
 
Preglednica 6: Sestava vegetativnega gojišča EVL (Kieser in sod., 2001) 
Sestavina Koncentracija (g/L) Proizvajalec 
CSL (koruzna namakalna vodica) 30 Sigma 
Saharoza 30 Merck 
(NH4)2SO4 4 Merck 
CaCO3 6 Kalcit 
H2O iz pipe do 1 L  
*CSL smo segrevali 30 min pri temperaturi 80 °C in ga ohlajenega dodali ostalim sestavinam, pH smo 
uravnali na 5,5 in sterilizirali. 
3.2.2.5 EFL 
Tekoče produkcijsko gojišče EFL smo uporabili za produkcijsko fazo mikroorganizma S. 
erythraea, za proizvodnjo eritromicina. 
 
Preglednica 7: Sestava produkcijskega gojišča EFL 
Sestavina Koncentracija (g/L) Proizvajalec 
Sojina moka 36 Cargill Foods 
Koruzni škrob 36 Cerestar 
(NH4)2SO4 2,4 Merck 
CaCO3 7,2 Kalcit 
Sojino olje 5 Merck 
*Sojino moko smo zavreli, segrevali 30 min pri temperaturi 80 °C, ohladili in dodali ostale komponente. Pred 
dodatkom CaCO3 smo umerili pH na vrednost 6,3. Po dodatku CaCO3 je pH narasel na 6,8. Sojino olje smo 
dali neposredno v mešanico ter sterilizirali. 
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Vsa našteta gojišča smo pripravili po sledečem postopku. 
Sestavine posameznega gojišča smo zatehtali v čašo in dolili ustrezno količino destilirane 
vode. Po potrebi smo umerili pH tako, da smo dodali raztopini NaOH ali HCl. Nato smo 
gojišče z merilnim valjem razdelili v steklenice ali erlenmajerice. Če smo pripravljali trdna 
gojišča, smo v steklenice ločeno zatehtali agar. Sterilizacija je potekala pri standardnih 
pogojih (121 °C in 1,2 bar). Čas sterilizacije smo prilagodili tipu in količini gojišča. Pred 
razlivanjem smo gojišča premešali in nato razlili v sterilne petrijeve plošče v brezprašni 
komori. Plošče smo posušili in jih hranili na sobni temperaturi. V primeru posameznih 
gojišč so dodatne posebnosti že sprotno navedene. 
 
3.2.3 Puferske raztopine, ostali reagenti in raztopine 
 50 mM kalijev fosfatni pufer (pH 7) 
Preglednica 8: Priprava 50 mM K2HPO4 
Sestavina Količina (g) Končna koncentracija 
K2HPO4 (Merck) 4,35 50 mM 
dodamo dH2O do 500 mL 
 
Preglednica 9: Priprava 50 mM KH2PO4 
Sestavina Količina (g) Končna koncentracija 
KH2PO4 (Merck) 3,4 50 mM 
dodamo dH2O do 500 mL 
 
Za pripravo 50 mM kalij fosfatnega pufra smo uporabili bazičen 50 mM kalijev 
hidrogenfosfat (K2HPO4) in mu dodajali kisli 50 mM kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO4) 
dokler se pH ni znižal na 7. Sterilizacija je potekala 20 min pri 121 °C in tlaku 1,2 bar. Do 
uporabe smo pufer hranili v hladilniku (4 °C). 
 
 1 mM raztopina 2′,7′-diklorodihidrofluorescein diacetat (H2DCFDA) 
Preglednica 10: Sestava 1 mM založne raztopine H2DCFDA 
Sestavina Količina Končna koncentracija 
H2DCFDA (Sigma-Aldrich) 0,0049 g 1 mM 
96 % etanol (Merck) do 10 mL 
Reagent smo vedno uporabili sveže pripravljen. 
 
 30 mM H2O2 
 





Horvat P. Primerjava oksidacijskega ... Saccharopolyspora erythraea med produkcijo eritromicina. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
 Raztopina za dohranjevanje 
Preglednica 11: Priprava 40 % raztopine glukoze 
Sestavina Količina Končna koncentracija 
glukoza (Merck) 120 g 40 % 
dH2O do 300 mL  
 
Preglednica 12: Sestava raztopine za dohranjevanje (razmerje sestavin mora biti 1:6) 
Sestavina Količina 
40 % raztopina glukoze 150 mL  
1-propanol (Sigma-Aldrich) 25 mL 
 
 50 mM pufer Tris-HCl (pH 7,5) 
 
Za pripravo 50 mM Tris-HCl smo zatehtali ustrezno količino Tris baze (Sigma), dodali 90 
% končnega volumna ddH2O, nato s koncentrirano HCl uravnali pH na 7,5 in dodali 
ddH2O do končnega volumna. Pufer smo pripravljali sproti glede na porabo. 
 
 Bradfordov reagent (Bio-Rad) 
 
Bradfordov reagent za merjenje koncentracije proteinov smo predhodno 5-krat redčili z 
dH2O. 
 
 goveji serumski albumin (Sigma) 
 
 20 % glicerol (za pobiranje spor s plošč z gojiščem CM6) 
Preglednica 13: Sestava 20 % glicerola 
Sestavina Količina Končna koncentracija 
glicerol (Merck) 2 mL 20 % 
dH2O do 10 mL  
  
 Acetonitril (Sigma) 
 
 Tableta za inhibicijo proteaz (Complete mini, Roche Diagnostics) 
 
 Glukoza (Sigma) 
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3.2.4 Laboratorijska oprema 
Preglednica 14: Laboratorijska oprema in proizvajalci 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
Zamrzovalna skrinja (-80 °C) Heto 
Zamrzovalna omara (-20 °C) LTH 
Hladilna omara (4 °C) LTH 
Brezprašna komora Telstar 
Digestorij Med-Lab Rauh 
Stresalnik Multitron HT Infors 
Inkubator (37 °C) Sutjeska 
Inkubator (30 °C) Sutjeska 
Vrtinčnik Ika 
Mikroskop Olympus 
Magnetna mešala Uniequip, Tehtnica 
Analitska tehtnica Kern 
Avtoklav Laboklav, Sutjeska 
pH meter Uniequip 
HPLC aparatura Thermo Separation Products, Thermo Finnigan Surveyor+ 
Avtomatska pipeta Gilson 
Centrifuga Hettichlab 
Spektrofotometer Safire II Tecan 
Ultrazvočni razbijalnik Sartorius 
Centrifuga z možnostjo hlajenja Sigma 
Računalniški program Magellan Tecan 
 
3.2.5 Steklovina in ostali materiali 
 Centrifugirke (15 mL, 50 mL) 
 Erlenmajerice (250 mL) 
 Erlenmajerice z utorom (2 L) 
 Krioviale 
 Magneti za mešanje 
 Merilne čaše 
 Merilni valji 
 Mikrocentrifugirke (1,5 mL, 2 mL) 
 Mikrotitrske plošče, 96-mestne črne in prozorne (Nunc) 
 Nastavki za pipete 
 Objektna in krovna stekelca 
 Petrijeve plošče 
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 Razmazovalne palčke 
 Steklenice z zamaškom 
 Sterilni zobotrebci 
 Stekleničke za kromatografijo 
3.3 METODE 
3.3.1 Kultivacija streptomicete Saccharopolyspora erythraea 
Za pridobivanje kultur NS in VS bakterije S. erythraea smo za pripravo inokuluma za 
vegetativno gojišče naredili razmaz spor na petrijeve plošče z gojiščem CM6 in pustili rasti 
2 tedna pri temperaturi 30 °C. Nato smo pobrali spore in jih shranili v mikrocentrifugirkah 
z 20 % raztopino glicerola v zamrzovalni skrinji (-80 °C). 
Za vegetativno fazo rasti, ki je pomembna za pridobivanje celic v logaritemski fazi, smo 
pripravili vegetativno gojišče EVL. Za inokulum smo prenesli 300 µL suspenzije spor v 40 
mL gojišča. Pripravili smo po 6 250-mL erlenmajeric s 40 mL gojišča, 3 za NS in 3 za VS. 
Vegetativna faza rasti je potekala 2 dni pri temperaturi 30 °C in stresanju 220 obr./min. 
Za produkcijsko fazo rasti smo uporabili 10 % inokulum kulture iz vegetativnega gojišča, 
kjer smo predhodno združili erlenmajerice za NS in erlenmajerice za VS in ga prenesli v 
250 mL produkcijskega gojišča EFL. Inokuluma sta imela pH 6,7 ter parcialni volumen 
micelija (angl. partial mycelium volume, PMV) 11 % (NS) in 12 % (VS). Ob inokulaciji 
smo dodali 14,56 mL raztopine za dohranjevanje ter nato po enem dnevu še polovično 
količino (7,3 mL). 
 
Kultivacija NS in VS Saccharopolyspora erythraea je potekala v dveh bioloških 
ponovitvah v 2 L-erlenmajericah z utorom, pokritih z gazo, 7 dni, na stresalniku pri 
temperaturi 30 °C in 220 obr./min. Vsak dan kultivacije smo vzorčili in izmerili pH, PMV, 
koncentracijo glukoze in koncentracijo eritromicina. Vrednost PMV je poenostavljena 
ocena tvorbe in morfološkega stanja biomase. Sama vrednost PMV zajema tudi netopne 
snovi v gojišču, ki se posedejo med centrifugiranjem. 
3.3.2 Vzorčenje in priprava vzorcev 
Vzorčenje bioprocesne brozge je potekalo pod aseptičnimi pogoji vsak dan en teden (t1 – 
t7). Vedno smo tudi del vzorca uporabili za preverjanje čistosti brozge z razmazom na 
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3.3.2.1 Priprava vzorcev za analizo 
A. Ocena znotrajcelične oksidacije (10 mL vzorca) 
a) Centrifugiranje 11 min na 3000 obr./min 
b) 3x spiranje sedimenta s pufrom Tris-HCl (pH 7,5), 5 min na 4000 obr./min 
c) Shranjevanje biomase pri temperaturi -80 °C 
 
B. Katalazna aktivnost (2 mL vzorca) 
a) Centrifugiranje 5 min na 5000 obr./min 
b) 3x spiranje sedimenta s pufrom Tris-HCl (pH 7,5), 5 min na 5000 obr./min 
c) Shranjevanje biomase na -80 °C 
 
C. PMV, pH, koncentracija glukoze (10 mL vzorca) 
a) Centrifugiranje 11 min na 3000 obr./min 
b) Odčitanje vrednosti PMV 
c) Merjenje pH v supernatantu s pH merom 
d) Shranjevanje supernatanta (2 mL) pri temperaturi -20 °C za merjenje koncentracije 
glukoze (HPLC) 
 
D. Koncentracija eritromicina (2 mL vzorca) 
a) Shranjevanje vzorca pri temperaturi -20 °C 
b) Odtajanje vzorcev 
c) Umerjanje pH na 9,5-10 z 1 M NaOH 
d) Dodajanje topila acetonitril za ekstrakcijo eritromicina 
e) Določanje koncentracije eritromicina z metodo HPLC in biološkim testom 
 
3.3.3 Ocena znotrajcelične oksidacije 
Znotrajcelična oksidacija je merilo za vsebnost reaktivnih kisikovih zvrsti v celici. Za 
določanje znotrajcelične oksidacije smo uporabili prilagojeno metodo, ki so jo opisali 
Jakubowski in sod. (2000). Metoda temelji na merjenju fluorescence oksidiranega barvila 
2′,7′-diklorodihidrofluoresceina (H2DCF). Suspenziji celic se doda raztopina v obliki 
diacetat estra (H2DCFDA), ki prehaja skozi membrane celic s pasivnim transportom zaradi 
svoje nepolarnosti. V celici pride do deacetilacije z nespecifičnimi esterazami do 2′,7′-
diklorodihidrofluoresceina (H2DCF), ki je polaren in ne prehaja membran. Tako ostane 
ujet v celici, kjer je tarča RKZ, ki ga oksidirajo do fluorescentne oblike diklorofluorescein 
(DCF), ki fluorescira pri valovni dolžini 520 nm, če ga vzbujamo z valovno dolžino 488 
nm. Oksidirana oblika prehaja iz celic, zato je fluorescenco DCF mogoče meriti v 
suspenziji celic. Tako je določanje koncentracije DCF z merjenjem fluorescence merilo 
znotrajceličnega oksidacijskega stanja (Jakubowski in Bartosz, 1997). Wang in Joseph 
(1999) sta razvila samo metodo detekcije znotrajcelične oksidacije v suspenziji celic s 
pomočjo čitalca mikrotitrskih plošč. 
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Vzorce biomase je bilo potrebno odtaliti na sobni temperaturi, saj so bili shranjeni v 
zamrzovalni skrinji pri temperaturi -80 °C. Sedimentu smo dodali 10 mL kalijevega 
fosfatnega pufra, ki smo ga predhodno segreli na temperaturo 28 °C, da ne bi povzročili 
dodatnega šoka za celice. Po dodatku pufra smo vse skupaj dobro premešali in inkubirali 
10 min pri temperaturi 28 °C. Po inkubaciji smo dodali 100 µL sveže pripravljene 1 mM 
raztopine H2DCFDA. Centrifugirke smo ovili v folijo in inkubirali na stresalniku 15 min 
pri temperaturi 28 °C. V naslednjih 5 minutah je bilo potrebno nanesti 200 µL vzorca (2x) 
na mikrotitrsko ploščico (črna) in pomeriti fluorescenco na čitalcu Safire II (Tecan) – 
valovna dolžina vzbujanja: 488 nm; valovna dolžina emisije: 520 nm. S pomočjo 
programske opreme Magellan smo spremljali 2-urno (6 ciklov – 20 min interval) kinetiko 
fluoresciranja vzorcev. 
Rezultate smo predstavili kot sprememba fluorescence (∆F) na časovno enoto (∆t=120 
min) in normalizirano glede na maso znotrajceličnih proteinov. ∆F smo izračunali iz 
podatkov meritev fluorescence vzorcev: (FK-FZ), kjer FK vrednost fluorescence ob času 
t=120 min, ter FZ vrednost fluorescence pri času t=0 min. Maso znotrajceličnih proteinov 
smo izračunali iz podatkov koncentracije proteinov pridobljenih z metodo po Bradfordu v 
celičnih lizatih. Višja vrednost ∆F/∆t* mproteinov predstavlja višjo znotrajcelično oksidacijo. 
3.3.4 Določanje aktivnosti encima katalaze 
Katalaza je antioksidativni encim, prisoten v skoraj vseh živih organizmih. Njena naloga je 
razgradnja vodikovega peroksida (H2O2) na vodo (H2O) in kisik (O2) (Aebi, 1984). 
Za določanje aktivnosti katalaze smo uporabili metodo Aebi (1984), ki temelji na 
spremljanju razgradnje vodikovega peroksida s spremljanjem zmanjševanja absorbance pri 
valovni dolžini 240 nm v določenem časovnem intervalu. Merilo za katalazno aktivnost je 
razlika v absorbanci na časovno enoto. Merjenje je potekalo pri temperaturi 27 °C in 
vrednosti pH 7. 
Vzorce biomase smo odtalili in dodali 400 µL 50 mM kalij fosfatnega pufra (pH 7), ki je 
vseboval inhibitor proteaz – 1 tabletka/5 mL. Najprej je bilo potrebno razbijanje celic z 
ultrazvočno sondo (Sartorius), ki ima nastavljivo amplitudo od 20 do 100%, v našem 
primeru je bila nastavljena na 100 %. Razbijanje celic je potekalo 4-krat po 15 sec, s 30-
sekundno vmesno inkubacijo na ledu. Sledilo je centrifugiranje pri 4 °C, 20 min in 20000 
g. Po končanem centrifugiranju smo 200 µL supernatanta prenesli v novo 
mikrocentrifugirko in shranili pri temperaturi -20 °C. V jamico mikrotitrske ploščice smo v 
dveh ponovitvah nanesli 5 µL 5-krat redčenega vzorca (supernatanta), dodali 95 µL 50 
mM kalij fosfatnega pufra in 50 µL 30 mM H2O2. Za ozadje smo uporabili 5 µL vzorca in 
145 µL 50 mM kalij fosfatnega pufra, kot slepi vzorec 50 µL 30 mM H2O2 in 100 µL kalij 
fosfatnega pufra. Absorbanco smo s pomočjo čitalca Safire II in programa Magellan merili 
40 min v 3 min intervalih pri valovni dolžini 240 nm. Vodikov peroksid smo dodali tik 
pred začetkom merjenja. 
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Rezultat smo izrazili kot specifično aktivnost katalaze in sicer kot sprememba absorbance 
na časovno enoto na maso proteinov (ΔA240/Δt*mproteinov). ΔA240 predstavlja razliko v 
absorbanci (AZ–AK), kjer je AZ vrednost fluorescence za vzorec pri času merjenja t = 0 
min, AK vrednost fluorescence za posamezen vzorec pri času t=6 min, ki sta bili 
najprimernejši za izračun specifične aktivnosti katalaze. Časovna enota Δt predstavlja 
razliko v času: tK - tZ = 6 min. Na koncu smo rezultat še normalizirali z maso 
znotrajceličnih proteinov (mproteinov), ki smo jo izračunali iz podatkov koncentracije 
proteinov pridobljenih z metodo po Bradfordu. 
3.3.5 Določanje koncentracije proteinov v celičnem ekstraktu po metodi Bradford 
(1976) 
Metoda temelji na primarni vezavi barvila Comassie Brilliant Blue G-250 na bazične in 
aromatske aminokisline proteinov. Pri vezavi barvila se spremeni barva iz rdeče v modro, 
absorpcijski maksimum barvila pa iz 465 nm na 595 nm. Kompleks barvilo-protein je 
stabilen približno 1 uro (Bradford, 1976). 
Za določanje koncentracije proteinov smo uporabili 5-krat redčene in neredčene vzorce. 
Jamice mikrotitrske ploščice smo napolnili s 4 µL vzorca in 196 µL 5-krat redčenega 
originalnega reagenta Bradford. Po 5-minutni inkubaciji smo s čitalcem Safire II in 
programsko opremo Magellan izmerili absorbanco pri valovni dolžini 595 nm. 
 



















Slika 7: Umeritvena krivulja za določanje koncentracije proteinov po Bradfordu 
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Koncentracijo proteinov smo določili s pomočjo umeritvene krivulje (Slika 7), ki smo jo 
pripravili z uporabo različnih koncentracij govejega serumskega albumina (angl. Bovine 
serum albumin, BSA): 0 g/L, 0,2 g/L, 0,4 g/L, 0,6 g/L, 0,8 g/L in 1 g/L. V jamice 
mikrotitrske plošče smo v treh ponovitvah nanesli 4 µL BSA različnih koncentracij in 
dodali 196 µL 5-x redčeni reagent Bradford. Po 5-minutni inkubaciji smo s čitalcem Safire 
II in programsko opremo Magellan izmerili absorbanco pri 595 nm. 
3.3.6 Določanje koncentracije eritromicina 
Za določanje proizvedene koncentracije eritromicina smo za VS in NS bakterije uporabili 
različni metodi, zato se tudi sam protokol ekstrakcije razlikuje. V primeru 
visokodonosnega seva smo uporabili metodo HPLC (tekočinska kromatografija visoke 
ločljivosti), kjer je valovna dolžina detekcije eritromicina 206 nm (Kirm, 2013). Za NS 
omenjena metoda ni primerna, saj proizvaja bistveno nižje koncentracije antibiotika, in 
tako ni možna natančna meritev. Za določanje nizkih koncentracij eritromicina smo izbrali 
biološki test.  
3.3.6.1 Ekstrakcija eritromicina 
Ekstrakcija eritromicina s soljo 
Za ekstrakcijo eritromicina iz brozge VS je bilo potrebno najprej uravnavati pH (vrednost 
mora biti med 9,5 in 10) z uporabo 1 M NaOH. Sledil je dodatek topila acetonitril v 
razmerju 1:1 in stresanje na stresalniku 40 min (220 obr./min, 30 °C). Po 40 min smo 
dodali 1 g NaCl (končna koncentracija je 0,2 g/ml) in stresali še 20 min (220 obr./min, 30 
°C). Nato smo vzorce centrifugirali 3 min pri 4500 obr./min in opazili ločeni fazi. Zgornjo 
organsko fazo smo prenesli v mikrocentrifugirko. Sledilo je ponovno centrifugiranje 10 
min pri 14000 obr./min, supernatant smo prenesli v stekleničke za analizo HPLC. 
Ekstrakcija eritromicina brez soli 
Za NS smo ekstrakcijo začeli brez spreminjanja vrednosti pH in direktno v brozgo dodali 
acetonitril v razmerju 1:1. Sledilo je 60 min (220 obr./min, 30 °C) stresanja na stresalniku, 
nato centrifugiranje 3 min pri 4500 obr./min. Supernatant smo prenesli v 
mikrocentrifugirke in jih ponovno centrifugirali 10 min pri 14000 obr./min. Sledil je 
biološki test. 
3.3.6.2 Biološki test 
Za izvedbo biološkega testa je bilo potrebno pripraviti gojišče ABA (Preglednica 4) in pH 
umeriti na vrednost 7,9. Prekonočno kulturo B. subtilis WT119 smo inokulirali v gojišče 
2TY (Preglednica 3) (100 µL/50 mL gojišča) in inkubirali približno 12 ur pri temperaturi 
30 °C in 220 obr./min, da je kultura dosegla OD540 =  1,30-1,35. Sledilo je centrifugiranje 
pri 3000 obr./min 10 minut. Nato smo supernatant odlili in sediment resuspendirali v 25 
mL 2TY. 5 mL celične suspenzije smo prenesli v 250 mL ohlajenega gojišča ABA (50 °C), 
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razlili na petrijeve plošče, ki smo jih nato inkubirali 2 uri v hladilniku. Med tem časom 
smo pripravili 10-kratne in 20-kratne redčitve ekstraktov (redčitve smo pripravili v 
acetonitrilu) ter lestvico standardnih raztopin eritromicina (koncentracije 1, 2.5, 5, 10 in 25 
µg/mL). Po končani inkubaciji smo na ploščah naredili 4 luknjice in vanje nanesli 60 µL 
redčenega ekstrakta ali standardne raztopine. Po nanosu je sledila ponovna inkubacija v 
hladilniku (4 °C) 2 uri, nato smo plošče prenesli v inkubator in jih inkubirali pri 
temperaturi 37 °C za približno 18 ur. Sledilo je merjenje cone inhibicije rasti testnega 
mikroorganizma (B. subtilis). Koncentracijo eritromicina vzorcev smo preračunali na 




Slika 8: Umeritvena krivulja za določanje koncentracije eritromicina z biološkim testom 
 
3.3.6.3 Analiza HPLC 
Meritve so potekale na analitskem oddelku podjetja Acies Bio d.o.o. 
Uporabili smo sistem Thermo Finnigan Surveyor+, ki je sestavljen iz naslednjih 
elementov: črpalka z vakuumskim razplinjevalcem, avtomatski vzorčevalnik z 10-µL 
zanko (metanol se uporablja kot injektorsko topilo), detektor PDA in osebni računalnik s 
programom ChromQuest (verzija 4.2). Uporabili smo kolono Thermo Hypersil Gold 
10x4,6 mm, 5 µm in predkolono Phenomenex security guard KJ0-4282. Sistem je deloval 
pri pretoku 0,8 mL/min, skupni čas merjenja je bil 5 min za en vzorec, temperatura kolone 
je bila 40 °C. Valovna dolžina detekcije eritromicina je bila 206 nm (Kirm, 2013). 
Volumen vbrizganega vzorca je bil 1 µL. Za kvantifikacijo eritromicina smo uporabili 
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eksterni standard eritromicin A (European Pharmacopoeia, čistost 98,4 %) in podatke 




Slika 9: Umeritvena krivulja za določanje koncentracije eritromicina z metodo HPLC 
 
3.3.7 Določanje koncentracije glukoze 
Meritve so potekale na analitskem oddelku podjetja Acies Bio d.o.o. 
Z namenom merjenja porabe glukoze smo 2 mL bioprocesne brozge za vsak dan 
kultivacije shranili v zamrzovalniku pri temperaturi -20 °C. Pred analizo smo vzorce 
odtalili, jih centrifugirali 10 minut na 16000 obr./min in 1 mL supernatanta prenesli v 
stekleničke za analizo na aparaturi HPLC (Thermo separation products). Uporabili smo 
kolono Phenomenex Rezex RFQ 100x7.8, z velikostjo delcev 8 μm. Za mobilno fazo smo 
uporabili 5 mM H2SO4, pretok je bil 0,6 mL/m. Za kvantifikacijo glukoze smo HPLC 
predhodno umerili na eno točko 10 g/L glukoze. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
Aktinomicete so talne in po Gramu pozitivne bakterije, ki so industrijsko pomembni 
producenti širokega spektra sekundarnih metabolitov (Lo Grasso in sod., 2016). Med 
aktinomicete prištevamo tudi nitasto bakterijo Saccharopolyspora erythraea, ki je biološko 
zelo podobna bakterijam iz rodu Streptomyces (Oliynyk in sod., 2007). Raztopljen kisik je 
ključnega pomena pri submerzni rasti kultur Streptomyces, navadno opazimo pozitivno 
povezavo med nivojem raztopljenega kisika in produkcijo metabolita, višja koncentracija 
raztopljenega kisika spodbuja izboljšano produkcijo. Visoke koncentracije raztopljenega 
kisika lahko vodijo tudi do negativnih učinkov, ki se kažejo v morfologiji in 
produktivnosti. Ti negativni učniki so povezani tudi s celičnimi poškodbami, ki so 
posledica oksidativnega stresa (Beites in sod., 2014). 
Številne študije (Rao in Sureshkumar, 2001; Beites in sod., 2011; Wei in sod., 2011; Hong 
in sod., 2013; Beites in sod., 2014) nakazujejo povezavo med oksidativnim stresom, ki je 
posledica porasti znotrajcelične ravni RKZ, in sekundarnim metabolizmom. Opažena je 
bila pozitivna korelacija med RKZ in biosintezo sekundarnega metabolita, ki je regulirana 
preko kompleksnega omrežja, ki vključuje veliko faktorjev in se izvaja na različnih 
nivojih. Odgovor celic na oksidativni stres tako nima samo primarnega pomena, temveč se 
kaže tudi v spremembi profila sekundarnega metabolizma (Beites in sod., 2011).  
Med RKZ je kot signalna molekula najbolje preučen H2O2, za katerega se je izkazalo, da 
ima pomembno vlogo pri biosintezi sekundarnih metabolitov. Beites in sod. (2011) so 
nazorno pokazali, da bakterija Streptomyces natalensis kaže odvisnost biosinteze 
pimaricina v povezavi s H2O2. Pri znižani znotrajcelični koncentraciji H2O2 je tudi 
biosinteza pimaricina padla za 30 % v primerjavi z naravnim sevom, medtem ko je pri 
povišani znotrajcelični koncentraciji H2O2 ponovno narasla tudi koncentracija pimaricina. 
Tudi pri bakteriji Streptomyces hygroscopicus 5008 je bil predstavljen obstoj pozitivne 
korelacije med H2O2 in biosintezo validamicina, katerega izboljšanje produkcije (30 %) je 
bilo najbolj opazno ob dodatku H2O2 v pozni logaritemski fazi (Wei in sod., 2011). 
Zmožnost vzdrževanja celičnega redoks ravnovesja je primarnega pomena za vse 
organizme in je večinoma doseženo preko pretvorbe redoks signalov v regulatorni rezultat, 
navadno na transkriptomskem nivoju, ki nato omogoča prilagajanje na spremenjeno okolje. 
Glede na ravnovesje RKZ, so katalaze ključni encimi, ki imajo sposobnost odstranjevanja 
H2O2 (Beites in sod., 2011). V različnih študijah lahko zasledimo aktivnost katalaze, ki je 
odvisna od faz rasti organizma (Walker in sod., 1995; Beites in sod., 2011). Beites in sod. 
(2011) so pokazali, da se aktivnost katalaze znižuje tekom eksponentne faze rasti, na 
začetku stacionarne faze (biosinteza pimaricina) je nivo aktivnosti katalaze zelo nizek. Ta 
se vzdržuje vse tja do sredine stacionarne faze, ko prične nivo ponovno naraščati, 
biosinteza pimaricina pa padati. 
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Namen naloge je bil preučiti povezavo oksidativnega stresa s produkcijo sekundarnega 
metabolita eritromicina pri bakteriji Saccharopolyspora erythraea ter primerjati 
oksidacijsko stanje naravnega (NS) in visokodonosnega (VS) seva bakterije 
Saccharopolyspora erythraea pred in med produkcijo eritromicina, in sicer z merjenjem 
znotrajcelične oksidacije in aktivnosti endogenega antioksidativnega encima katalaze. 
4.1 KULTIVACIJA NARAVNEGA IN VISOKODONOSNEGA SEVA 
Saccharopolyspora erythraea 
Na biosintezo sekundarnega metabolizma vplivajo raznoliki hranilni in okoljski signali v 
odvisnosti od faze rasti (Beites in sod., 2011). Da smo lahko čim bolje ovrednotili in 
primerjali oksidacijsko stanje v celicah VS in NS bakterije S. erythraea, smo zagotovili 
enake pogoje za bioproces. Bioproces je bil speljan v dveh neodvisnih bioloških 
ponovitvah, tako za NS kot VS v 2 L-erlenmajericah z utorom, pokritih z gazo zaradi 
večjega donosa kisika. Kultivaciji sta potekali istočasno, kakor tudi odvzem vzorcev in 
nato analize. Bioproces smo ovrednotili z merjenjem vrednosti pH brozge, koncentracije 
glukoze, eritromicina, biomaso smo spremljali z določanjem parcialnega volumna micelija 
(angl. partial mycelium volume, PMV). 
 
 
Slika 10: Spreminjanje vrednosti pH, PMV, koncentracije glukoze in eritromicina 
 med kultivacijo za NS S. erythraea. Podatki predstavljajo povprečne vrednosti dveh bioloških ponovitev s 
standardno napako (SN). Modra krivulja prikazuje vrednost pH, rdeča krivulja PMV (%), zelena krivulja 
koncentracijo glukoze (g/L), vijolična krivulja koncentracijo eritromicina (g/L) 
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Slika 11: Spreminjanje vrednosti pH, PMV, koncentracije glukoze in eritromicina med kultivacijo za VS S. 
erythraea. Podatki predstavljajo povprečne vrednosti dveh bioloških ponovitev s standardno napako. Modra 
krivulja prikazuje vrednost pH, rdeča krivulja PMV (%), zelena krivulja koncentracijo glukoze (g/L), 
vijolična krivulja koncentracijo eritromicina (g/L) 
 
Ocena vrednosti PMV odraža stanje bakterijske rasti v bioprocesu, vendar je potrebno 
upoštevati, da ne predstavlja dejanski potek rasti in da na podlagi le-tega ne moremo 
razdeliti faze rasti bakterije. Produkcijsko gojišče EFL vsebuje veliko netopnih sestavin, ki 
se med centrifugiranjem usedejo skupaj z biomaso in tako vplivajo na vrednost PMV. Ker 
je vrednost PMV poenostavljena ocena tvorbe in morfološkega stanja biomase, je potrebno 
upoštevati, da tudi morfologija celic bistveno vpliva na vrednost PMV. Prav zaradi tega je 
zelo pomembno spremljanje še ostalih parametrov, kot so v našem primeru poraba 
glukoze, vrednost pH in koncentracija eritromicina. Povezava raznih parametrov omogoča 
boljše razumevanje in realnejši prikaz bakterijske rasti. 
Ob inokulaciji ter po 24 urah kultivacije je potekalo dohranjevanje z glukozo in 
propanolom (Preglednica 12), ker sta glavna prekurzorja (sukcinil-CoA, propionil-CoA) 
metilmalonil-CoA tesno povezana z metabolizmom glukoze in metabolizmom propanola. 
Analize metabolnega fluksa namreč kažejo, da se glukoza porabi kot vir energije, medtem 
ko propanol služi kot prekurzor za sintezo eritromicina (Chen in sod., 2013). 
Na  začetku bioprocesa je vrednost PMV naraščala, kot posledica intenzivne rasti biomase, 
ko je dosegla vrednost okrog 50 % je začela upadati, saj je začelo primanjkovati hranil v 
gojišču. Intenzivno rast biomase je spremljala hitra poraba glukoze. Že 3. dan kultivacije je 
zmanjkalo glukoze, saj se je v začetnih fazah bioprocesa uporabila kot glavni vir ogljika. 
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Zanimivo je, da je bila poraba glukoze pri obeh sevih skoraj identična (Sliki 10 in 11), 
kljub različni hitrosti rasti. Razlog zato je najverjetneje v tem, da je VS začel že prej 
uporabljati škrob in zato tudi hitreje rasel. Glede na ostale parametre bi lahko rekli, da je 
VS bakterije en del glukoze porabil za energijo za rast, drugi del kot energijo potrebno za 
produkcijo eritromicina, medtem ko je NS bakterije skoraj vso glukozo porabil za energijo 
potrebno za rast. Pri VS se koncentracija glukoze 5. dan kultivacije začne dvigati, kar je 
najverjetneje napaka pri meritvi (Slika 11). Ko so celice porabile vso glukozo iz gojišča, je 
nastopila stacionarna faza. V času stacionarne faze rasti, kjer je bila bakterija najdlje časa, 
je prišlo do preklopa na sekundarni kompleksnejši vir ogljika (sojina moka, koruzni škrob). 
Na preklop na sekundarni vir ogljika nakazuje tudi porast vrednosti pH po upadu vrednosti 
PMV. V stacionarni fazi rasti se je še vedno tvorila biomasa, kljub upadu ali nespremenjeni 
vrednosti PMV, saj je bila tvorba biomase enako hitra kot njeno odmiranje. Pri 
aktinomiceti S. erythraea je v stacionarni fazi rasti značilna počasnejša rast in produkcija 
sekundarnega metabolita (Marcellin in sod., 2013). V stacionarni fazi bakterija energijo, ki 
jo je pridobila iz glukoze, porablja za vzdrževanje in nastanek nove biomase ter za vse 
celične procese, tudi za biosintezo prekurzorjev in encimov potrebnih za biosintezo 
eritromicina (Kirm in sod., 2013). 5. dan kultivacije je prišlo do lize celic, kar je bilo vidno 
na brozgi, ki je prešla iz goste v tekočo. Liza celic se je kazala tudi s povišanjem vrednosti 
pH in koncem produkcije eritromicina (Sliki 10 in 11). 
Pri NS (Slika 10) je bilo moč opaziti počasnejšo rast, vrh je kultura dosegla šele 3. dan 
kultivacije, nato je začela vrednost PMV upadati bistveno bolj v primerjavi z VS, kar 
pomeni da je hitreje lizirala. Vrednost PMV VS (Slika 11) je nakazovala hitrejšo rast, vrh 
je bil dosežen že 2. dan kultivacije, sledil je upad do četrtega dne, nato se je biomasa še 
nekoliko ohranjala do lize. Največ časa je bila kultura v stacionarni fazi, - VS (1,5. – 4. 
dan), NS (2. – 4. dan). Vrednost pH bioprocesa je bila na začetku okrog 7, ki je optimalna 
vrednost za produkcijo eritromicina (Elmahdi in sod., 2003). Na začetku bioprocesa se je 
pH vzdrževal zaradi CaCO3, ki je bil dodan gojišču (Preglednica 7). Tekom bioprocesa je 
vrednost pH naraščala zaradi popolne porabe glukoze in škroba in posledično izkoriščanje 
dušika kot vira energije ter odmiranja celic. Najvišja vrednost je bila dosežena 5. dan 
kultivacije, ko je nastopila liza celic. 
Rezultati naše kultivacije sovpadajo in so primerljivi z rezultati kultivacije iz študije 
Karničar in sod. (2016), čeprav so v omenjeni študiji izvajali bioproces v 5-L bioreaktorjih. 
Rezultati študije kažejo, da je prišlo v začetni fazi bioprocesa do povečanja izražanja genov 
za biosintezo eritromicina (eryAI in eryK), kar je bilo pri VS mnogo bolj izrazito. Sledila je 
faza hitre rasti oz. tvorbe biomase in tudi hitra poraba glukoze, v tem času je prišlo do 
prehodnega upada izražanja genov za biosintezo eritromicina. VS je dosegel vrednost 
PMV okrog 70 %, medtem ko NS okrog 50 %. Po porabi glukoze je nastopila stacionarna 
faza, kjer je bilo spet opaženo povečanje izražanja genov eryAI in eryK. Izrazit preklop v 
sekundarni metabolizem je bil pri VS viden že v času hitre rasti biomase in hitre porabe 
glukoze, kar kaže na hitrejši začetek sekundarnega metabolizma pri visokodonosnem sevu 
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v primerjavi z naravnim sevom bakterije. Na to je kazalo tudi veliko več bolj izraženih 
genov povezanih s sekundarnimi metabolnimi potmi in potmi povezanimi z metabolizmom 
aminokislin, ki se lahko uporabijo kot poliketidni prekurzorji, kot tudi veliko več manj 
izraženih genov primarnih metabolnih poti (npr. cikel trikarboksilnih kislin). 
V primerjavi z našimi rezultati je vrednost PMV VS omenjene študije približno za 20 % 
višja, za NS so bile vrednosti podobne. Tudi v tej študiji je bila opazna skoraj identična 
poraba glukoze, kljub še bolj izraziti različni rasti bakterije. Koncentracija eritromicina je 
tako, kot pri naših rezultatih bistveno višja pri VS v primerjavi z NS. 
4.2 PRODUKCIJA ERITROMICINA 
S. erythraea je producent makrolidnega antibiotika eritromicina, katerega klinična 
pomembnost se je povečala z odkritjem njegovih derivatov (Mironov in sod., 2004). Za 
določanje koncentracije eritromicina smo uporabili različni metodi pri VS in NS. Pri VS 
smo naredili analizo s HPLC, pri NS smo izbrali biološki test, saj je le-ta bolj primeren, ko 
so koncentracije zelo nizke. 
 
Slika 12: Primerjava vsebnosti eritromicina tekom kultivacije med NS in VS. Podatki predstavljajo 
povprečne vrednosti dveh bioloških ponovitev s standardno napako.  Modra krivulja prikazuje VS bakterije 
S. erythraea, rdeča krivulja prikazuje NS bakterije S. erythraea 
 
Primerjava vsebnosti eritromicina tekom kultivacije med VS in NS (Slika 12) je pokazala 
višjo produkcijo eritomicina pri VS bakterije Saccharopolyspora erythraea, kot je bilo 
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pričakovano. Rezultati nakazujejo prisotnost eritromicina že po prvem dnevu kultivacije, 
kar je verjetno bila posledica prenosa z inokulumom iz gojišča EVL. Produkcija 
eritromicina se je začela že v fazi intenzivne rasti. NS aktinomicete S. erythraea se kaže 
kot slab producent eritromicina, saj se njegova koncentracija tekom bioprocesa ni bistveno 
spreminjala in je tudi nakazala konec produkcije že v času, ko je zmanjkovalo glukoze in 
sredi stacionarne faze. Prav nasprotno je bila pri VS koncentracija proizvedenega 
eritromicina že prvi dan kultivacije približno 10-krat višja ter se je nato v stacionarni fazi, 
ko se je začel poviševati tudi nivo znotrajcelične oksidacije, povišala in na koncu bila 
približno 18-krat višja v primerjavi z NS. Produkcija se je pri VS zaključila 5. dan 
kultivacije, kar se je lepo videlo tudi na bioprocesni brozgi, ki je iz goste brozge prešla v 
bolj tekoče stanje, ko so celice lizirale. Zaradi lize celic je bila 5. dan kultivacije tudi 
najvišja koncentracija eritromicina, saj se je takrat vsebina celic sprostila v gojišče. 
Karničar in sod. (2016) v študiji prav tako navajajo začetni porast v koncentraciji 
eritromicina že v fazi hitre tvorbe biomase. Kmalu zatem se je biosinteza eritromicina pri 
NS ustavila, medtem ko je biosinteza eritromicina pri VS bila še bolj intenzivna. S pristopi 
integrirane omike so Karničar in sod. (2016) pokazali, da sekundarni metabolizem nastopi 
pri VS prej kot pri NS sevu in da ima kar nekaj ključnih poti, kot so cikel trikarboksilnih 
kislin, metabolizem maščobnih kislin, popravljalni mehanizmi DNA in odgovor na 
oksidativni stres znižano raven izražanja pri VS, medtem ko imajo geni za translacijski 
mehanizem (npr. ribosomi), biosintezo sekundarnih metabolitov in proteolizo povečano 
raven izražanja. Nekatere od teh fizioloških lastnosti imajo očitno povezavo z biosintezo 
eritromicina, za druge opažene razlike med NS in VS so za razumevanje in racionalno 
razlago potrebne še dodatne raziskave. 
4.3 OCENA ZNOTRAJCELIČNE OKSIDACIJE 
Glede na že prej omenjen obstoj povezave med oksidativnim stresom in sekundarnim 
metabolizmom (Rao in Sureshkumar, 2001; Beites in sod., 2011; Wei in sod., 2011; Hong 
in sod., 2013), smo v celicah NS in VS določali znotrajcelično oksidacijo, ki predstavlja 
merilo za vsebnost reaktivnih kisikovih zvrsti v celici. Uporabili smo metodo, ki so jo 
opisali Jakubowski in sod. (2000). Temelji na merjenju fluorescence oksidiranega barvila 
DCF. Oksidacijo H2DCF lahko povzročijo mnogi dejavniki, zato lahko to metodo 
uporabljamo le kot splošno oceno znotrajcelične oksidacije celic in ne za določanje 
posameznih zvrsti (Halliwell in Gutteridge, 2000). 
Na sliki 13 so prikazani podatki samo za štiri dni, saj meritve za 5., 6. in 7. dan kultivacije 
niso relevantne glede preučevanja fizioloških odgovorov, saj pride 5. dan kultivacije do 
lize celic (Sliki 10 in 11). 
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Slika 13: Primerjava znotrajcelične oksidacije tekom kultivacije med NS (rdeči stolpec) in VS (modri 
stolpec) bakterije S. erythraea. Podatki predstavljajo povprečne vrednosti dveh bioloških ponovitev s 
standardno napako 
 
Na sliki 13 lahko vidimo, da v prvih treh dneh kultivacije ni prišlo do bistvenih razlik in je 
bil nivo oksidacije enak med NS in VS. Do razlike pride 4. dan kultivacije, ko lahko pri VS 
opazimo porast, medtem ko se pri NS nivo ni spremenil. V fazi intenzivne biosinteze 
eritromicina je bila pri VS znotrajcelična oksidacija najvišja (4. dan kultivacije), dosegla je 
tudi do 2-krat višjo vrednost v primerjavi z NS (Slika 13). Slika 14 prikazuje korelacijo 
koncentracije eritromicina in znotrajcelične oksidacije pri VS. Izračunan koeficient 
korelacije (0,71) kaže na visoko povezanost koncentracije eritromicina z znotrajcelično 
oksidacijo. 
Beites in sod. (2011) so dokazali, da lahko višji nivo H2O2 izzove biosintezo antibiotika v 
odvisnosti od faze rasti mikroorganizma. Kot najprimernejši čas manipulacije biosinteze 
antibiotika z dodatkom H2O2 se je izkazal ravno čas, ko je produkcija sekundarnega 
metabolita največja. Z regulacijo nivoja H2O2 so pri streptomiceti S. natalensis izboljšali 
produkcijo pimaricina za 130 % (Beites in sod., 2011). Da bi Wei in sod. (2011) potrdili, 
da RKZ res izboljšajo biosintezo antibiotika, so pred dodatkom H2O2 dodali DPI 
(difenileneiodonijev klorid), ki velja za inhibitorja nastanka RKZ. DPI je znižal raven 
RKZ, ki so nastali kot posledica dodatka H2O2 in tako nevtraliziral izboljšanje biosinteze 
antibiotika.  
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Slika 14: Prikaz korelacije med produkcijo eritromicina in znotrajcelično oksidacijo pri visokodonosnem 
sevu Saccharopolyspora erythraea 
4.4 AKTIVNOST ENCIMA KATALAZE 
Poznamo več mehanizmov delovanja antioksidantov, s katerimi ščitijo celice pred RKZ. 
Lahko vežejo kovinske ione, lahko encimsko odstranijo oksidante ali reagirajo z RKZ 
(Sigler in sod., 1999). Med encimske antioksidante uvrščamo tudi katalazo, kot glavni 
encim, ki razgrajuje vodikov peroksid v celicah tekom rasti in produkcije sekundarnih 
metabolitov. Katalizira razpad vodikovega peroksida (H2O2) do O2 in H2O in v prisotnosti 
RKZ ščiti proteine pred oksidacijo. Število genov, ki kodira katalaze, se v genomu 
razlikuje med vrstami (Montibus in sod., 2013). Prisotnost katalaz v bakterijskih celicah ni 
nujno potrebna za normalno celično rast, je pa vsekakor pomembna komponenta selektivne 
prednosti, saj je v prisotnosti katalazne aktivnosti preživelost celic boljša kot brez nje 
(Lushchak, 2001). Glede na podatke zbrane iz baze Uniprot (Preglednica 1) ima 
Saccharopolyspora erythraea vsaj tri različne katalaze in eno »pseudokatalazo«, ki 
namesto hema vsebuje mangan. 
Ker je katalaza ključni encim med endogenimi antioksidativnimi obrambnimi sistemi, ki 
razgrajuje H2O2, ki je najverjetneje glavna povezovalna molekula med oksidativnim 
stresom in sekundarnim metabolizmom, smo določili aktivnost encima katalaze. V ta 
namen smo spremljali razgradnjo H2O2 v določenem časovnem intervalu. 
V sklopu aktivnosti encima katalaze so prikazani podatki za štiri dni kultivacije, saj 
meritve za naslednje dni kultivacije (5., 6. in 7. dan) niso relevantne glede preučevanja 
fizioloških odgovorov, saj pride 5. dan kultivacije do lize celic (Sliki 10 in 11). 
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Slika 15: Primerjava specifične aktivnosti katalaze (∆A/min g proteinov)  za VS  in NS bakterije S. erythraea 
tekom kultivacije. Modri stolpec prikazuje VS, rdeči stolpec NS. Podatki VS predstavljajo povprečne 
vrednosti dveh bioloških ponovitev s standardno napako. Podatki NS predstavljajo povprečne vrednosti dveh 
tehničnih ponovitev ene biološke ponovitve s standardno napako 
 
Vrednosti specifične aktivnosti katalaze za NS na sliki 15 predstavljajo povprečje dveh 
tehničnih ponovitev ene biološke ponovitve, saj je pri drugi biološki ponovitvi prišlo do 
napake pri merjenju in zato podatki niso uporabni. 
Vrednosti specifične katalazne aktivnosti (Slika 15) se ne spreminjajo bistveno in sta enaki 
med VS  in NS. Pri VS ostaja specifična aktivnost katalaze nizka čez celotno kultivacijo in 
tudi v času produkcije eritromicina, kljub višjim vrednostim znotrajcelične oksidacije v 
primerjavi z NS, tako kot smo to tudi predpostavili, saj glede na študije (Rao in 
Sureshkumar, 2001; Beites in sod., 2011; Wei in sod., 2011; Hong in sod., 2013) povišan 
nivo RKZ pripomore k boljši produkciji sekundarnega metabolita. V primerjavi z 
raziskavo Beites in sod. (2011), kjer so predhodno dodali H2O2, je bila katalazna aktivnost 
VS že od začetka do 30-krat višja od aktivnosti katalaze NS, nato se je v stacionarni fazi 
aktivnost katalaze znižala in je bila pri VS nižja v primerjavi z NS. Enako so Karničar in 
sod. (2016) s transkriptomskimi in proteomskimi analizami pokazali, da so v času 
produkcije eritromicina geni katA in sodF pri visokodonosnem sevu bakterije S. erythraea 
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4.5 POTRDITEV HIPOTEZ 
V nalogi smo postavili hipoteze, kjer smo predvidevali: 
 
1. Da bo znotrajcelična oksidacija v celicah VS bakterije Saccharopolyspora 
erythraea tekom produkcije eritromicina večja v primerjavi z NS. 
2. Da bo aktivnost katalaze v celicah VS bakterije Saccharopolyspora erythraea 
tekom produkcije manjša v primerjavi z NS. 
3. Da obstaja pozitivna korelacija med oksidativnim stresom in donosom eritromicina 
pri bakteriji Saccharopolyspora erythraea. 
Hipotezo 1 smo v celoti potrdili, medtem ko smo hipotezo 2 ovrgli, kajti specifična 
aktivnost katalaze je bila primerljiva med VS in NS bakterijami. V okviru hipoteze 3, smo 
pokazali, da najverjetneje obstaja pozitivna korelacija med nivojem znotrajcelične 
oksidacije in produkcijo eritromicina pri VS bakterije Saccharopolyspora erythraea. 
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5 SKLEPI 
Tekom magistrskega dela smo prišli do naslednjih sklepov: 
 Produkcija eritromicina je večja pri VS kot pri NS bakterije Saccharopolyspora 
erythraea. 
 Pri primerjavi nivoja znotrajceličnega oksidacijskega stanja smo potrdili, da je le-ta 
tekom intenzivne produkcije eritromicina višji pri VS bakterije Saccharopolyspora 
erythraea kot pri NS. 
 Aktivnost katalaze se kljub povečani znotrajcelični oksidaciji v času produkcije 
eritromicina pri VS bakterije Saccharopolyspora erythraea ne zviša in je 
primerljiva z aktivnostjo katalaze pri NS.  
 Rezultati nakazujejo, da bi lahko obstajala pozitivna korelacija med oksidativnim 
stresom in produkcijo eritromicina pri bakteriji Saccharopolyspora erythraea. 
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6 POVZETEK 
Bakterija Saccharopolyspora erythraea velja za modelni organizem preučevanja biosinteze 
antibiotikov med aktinomicetami. Proizvaja eritromicin, ki je medicinsko pomemben 
poliketidni antibiotik. Prav tako so široko uporabljeni semisintetični derivati eritromicina, 
kar še dodatno poveča njegovo industrijsko pomembnost. Po želji za izboljšanje donosa 
sekundarnih metabolitov je narejenih veliko študij na področju delovanja in regulacije 
sekundarnega metabolizma. Nekatere študije nakazujejo tudi na povezavo med 
oksidativnim stresom in sekundarnim metabolizmom. Reaktivne kisikove zvrsti lahko 
pripormorejo k višjemu donosu sekundarnih metabolitov. 
Cilj naloge je bil primerjati oksidacijsko stanje v celicah naravnega (NS) in 
visokodonosnega (VS) seva bakterije Saccharopolyspora erythraea med produkcijo 
eritromicina in s pomočjo tega preučiti povezavo med oksidativnim stresom in 
sekundarnim metabolizmom. Tako smo v magistrski nalogi primerjali nivo znotrajcelične 
oksidacije in aktivnost katalaze med celicami VS in NS bakterije S. erythraea. 
Uporabili smo NS bakterije S. erythraea CBS727.72 in VS bakterije S. erythraea ABE6, 
pripravili bioproces v 2 L-erlenmajericah z utorom, pokritih z gazo in stresali na 
stresalniku. Kultivacija je trajala 7 dni pri temperaturi 30 °C in 220 obr./min. Vsak dan 
smo vzorčili bioprocesno brozgo in izmerili pH in PMV, del brozge smo primerno 
pripravili in shranili do uporabe za merjenje koncentracije glukoze in eritromicina, ocene 
znotrajcelične oksidacije in aktivnosti encima katalaze. Za oceno znotrajcelične oksidacije 
smo uporabili barvilo 2′,7′-diklorodihidrofluorescein (H2DCF), katerega oksidirano obliko 
DCF smo nato merili s fluorescenco. Preučili smo tudi aktivnost katalaze, ki sodi med 
antioksidativne obrambne sisteme za razgradnjo vodikovega peroksida. Aktivnost katalaze 
smo merili spektrofotometrično s spremljanjem razgradnje vodikovega peroksida. Celoten 
pogled na vse meritve nam je pomagal pri razlagi in opisu rezultatov. Že pri rezultatih 
kultivacije smo lahko videli osnovne razlike med rastjo VS in NS bakterije S. erythraea. 
Za VS velja hitrejša rast kot za NS, kjer se je tudi prej začel proces lize. Do popolne lize je 
prišlo pri obeh 5. dan kultivacije. Zanimivo je, da je bila poraba glukoze, kljub različni 
hitrosti rasti obeh sevov enaka, v obeh primerih jo je zmanjkalo 3. dan kultivacije. 
Produkcija eritromicina je potekala kot pričakovano, pri VS je le-ta bila veliko bolj 
intenzivna in tudi končna koncentracija eritromicina je bila veliko večja v primerjavi z NS, 
pri katerem se je produkcija eritromicina tudi prej zaključila. Rezultati znotrajcelične 
oksidacije potrjujejo, da je le-ta tekom produkcije eritromicina višja pri VS bakterije v 
primerjavi z NS bakterije. Aktivnost katalaze v celicah se tekom bioprocesa ne spreminja 
in je primerljiva med VS in NS bakterije. Kljub zvišanemu nivoju znotrajcelične oksidacije 
v času intenzivne produkcije eritromicina pri VS, je aktivnost katalaze ostala primerljiva z 
naravnim sevom. 
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Naši rezultati nakazujejo, da bi lahko obstajala pozitivna korelacija med povišano 
vrednostjo znotrajcelične oksidacije in produkcijo eritromicina pri bakteriji S. erythraea. 
RKZ verjetno delujejo kot signalne molekule. Za natančno razumevanje povezave med 
RKZ in produkcijo eritromicina so potrebne še dodatne raziskave. 
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Kultivacija streptomicete Saccharopolyspora erythraea 
Pril. A1: Podatki za prikaz poteka kultivacije VS streptomicete Saccharopolyspora erythraea. 







1 6,87 21,14 12,06 0,74 
2 6,87 49,03 7,26 1,04 
3 7,34 40,48 0,20 1,03 
4 8,23 30,18 0,00 1,25 
5 8,55 30,00 0,00 2,76 
6 8,10 26,50 1,81 2,74 
7 8,12 25,00 3,06 2,86 
 
Pril. A2: Podatki za prikaz poteka kultivacije NS streptomicete Saccharopolyspora erythraea. 







1 6,75 16,75 12,57 0,07 
2 7,09 38,90 9,05 0,10 
3 7,82 53,40 0,00 0,11 
4 8,55 29,08 0,00 0,14 
5 8,73 10,07 0,00 0,15 
6 8,31 15,57 0,00 0,11 
7 8,30 12,95 0,00 0,16 
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Znotrajcelična oksidacija bakterije Saccharopolyspora erythraea 
Pril. B 1: Meritve spremembe fluorescence (∆F) za VS in NS za oceno znotrajcelične oksidacije bakterije 
Saccharopolyspora erythraea. Rezultati so prikazani kot povprečja dveh tehniških ponovitev. 
t (dan) VS1 VS2 NS1 NS2 
1 14639,0 14201,0 13007,0 12314,0 
2 20320,5 22444,5 16061,5 18619,5 
3 18899,5 22721,0 22016,0 21225,5 
4 29994,0 35024,5 21922,5 21333,5 
 




t1 0,070 0,140 
t2 0,085 0,204 
t3 0,089 0,292 
t4 0,182 0,323 
 




t1 0,087 0,081 
t2 0,085 0,116 
t3 0,082 0,061 
t4 0,084 0,088 
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Aktivnost encima katalaze bakterije Saccharopolyspora erythraea 
Pril. C1: Masa proteinov (g) pri VS in NS. 
t (dan) VS1 VS2 NS1 NS2 
1 4,3710 4,2216 3,1917 2,8374 
2 5,6338 4,9169 4,3670 4,0184 
3 5,1337 4,7192 5,8130 5,1931 
4 4,3780 3,2878 5,4930 5,2977 
 
Pril. C2: Spremembna absorbance (∆A240) za določanje aktivnosti katalaze pri VS in NS. Rezultati so prikazani kot 
povprečja dveh tehniških ponovitev za dve biološki ponovitvi za VS, ter dve tehniški ponovitvi ene biološke ponovitve za 
NS. 
t (dan) VS1 VS2 NS1 NS2 
1 0,2113 0,2502 0,1681 0,1538 
2 0,2966 0,3165 0,3027 0,3063 
3 0,3362 0,3296 0,3521 0,3484 
4 0,2056 0,2221 0,3766 0,3634 
 
Pril. C3: Podatki za prikaz aktivnosti encima katalaze (ΔA240/Δt*mproteinov) za VS. Rezultati so prikazani kot povprečje 




1 0,0090 0,0009 
2 0,0098 0,0010 
3 0,0113 0,0004 
4 0,0095 0,0017 
 
Pril. C4: Podatki za prikaz aktivnosti encima katalaze (ΔA240/Δt*mproteinov) za NS. Rezultati so prikazani kot povprečje 
dveh tehniških ponovitev ene biološke ponovitve. 
t (dan) ΔA240/Δt*mproteinov 
(AU/min*g) napaka 
1 0,0089 0,0001 
2 0,0120 0,0004 
3 0,0106 0,0005 
4 0,0114 0,0000 
 
